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La hipertrofia ventricular izquierda es una respuesta adaptativa del corazón a una
sobrepresión crónica que aunque en un principio permite mantener la función cardiaca,
a largo plazo se asocia a un aumento de mortalidad (Levy y cols., 1987; Kannel y Cobb,
1992).
Es un hecho probado que el corazón hipertrófico muestra diversas alteraciones
tales como fibrosis, dispersión de la refractoriedad y cambios en las propiedades
electrofisiológicas que hacen al mismo, más susceptible a las arritmias. Sin embargo,
los mecanismos celulares implicados en el proceso de la hipertrofia no son bien
conocidos. Desde un punto de vista electrofisiológico, uno de los cambios más
característicos asociados a la presencia de hipertrofia es una prolongación significativa
en la duración del potencial de acción (Kleiman y I-Iouser, 1988, Gomez y cols., 1997).
Dicha prolongación, podría deberse a un aumento en las corrientes netas de entrada yio
a una disminución en las corrientes de salida. En el momento actual, se acepta que una
reducción en la densidad de la corriente transitoria de potasio (Ito) (Benitah y cols.,
1993; Cerbai y cols., 1994) participa en el mecanismo asociado a la prolongación de la
duración del potencial de acción en el ventrículo hipertrófico, sin embargo, otros
mecanismos también podrían intervenir (1-Iart, 1994).
Por otro lado, e independientemente de los cambios electrofísiológicos, también
se ha demostrado que el desarrollo de la hipertrofia cardiaca se caracteriza por una
vuelta a patrones embrionarios, mediante una reexpresión de genes fetales y
protooncogenes en el miocito adulto (Marban y Koretsune, 1990). En este sentido,
enlazamos con la hipótesis de trabajo que nos planteamos al inicio de la presente Tesis
Doctoral, ¿Podría el ventrículo hipertrófico expresar algún canal iónico que solo
estuviera presente en tejido embrionario?, y si este fuera el caso, ¿Podría este canal estar
involucrado en la mayor incidencia de arritmias asociadas al corazón hipertrófico?. El
candidato que surgía inmediatamente era el canal de calcio tipo T, puesto que es un
canal que se asocia a los procesos de crecimiento y cuya densidad disminuye
progresivamente con el desarrollo postnatal (Xu y Best, 1992). De hecho, la presencia
del canal de calcio tipo T en el ventrículo sano del animal adulto es insignificante en
casi todas las especies de mamíferos. Por el contrario, los canales de calcio tipo T si
están presentes en cl tejido especializado de conducción cardíaca ya que participan en
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los mecanismos iánicos asociados a la función marcapasos (Bean, 1985; Hagiwara y
cols., 1988; Doerr y cols., 1989; Pelzer y cols., 1992).
Por todo lo expuesto anteriormente y siguiendo la trayectoria investigadora del
grupo al que pertenezco, en el ámbito del estudio de los mecanismos iónicos asociados
al desarrollo y mantenimiento de la hipertrofia cardiaca, el objetivo de esta Tesis
Doctoral fue analizar la existencia de la corriente de calcio tipo T en miocitos
ventriculares aislados de corazones de rata normales e hipertróficos, profundizando en
las características cinéticas y de voltaje-dependencia de dicha corriente en el ventrículo





La hipertrofia cardiaca es un hallazgo clínico bastante común en varios tipos de
enfermedades cardiovasculares como son la hipertensión (Dunn y Pringle; 1987;
Devereux y Roman; 1999), el infarto de miocardio y la insuficiencia cardiaca (Levy y
cols., 1990; Devereux y Romani, 1993). Varios estudios han demostrado que la
hipertrofia ventricular izquierda, incluso en ausencia de hipertensión arterial, es un
factor de riesgo importante para predecir la posible presencia de enfermedades cardiacas
más severas (Levy y cols., 1990; Koren y cols., 1991; Pfeffer y cols., 1992; Messerli,
1999).
La hipertrofia cardiaca se presenta como un aumento de la masa ventricular
izquierda, que normalmente se desarrolla tras un aumento en la carga hemodinámica
(tanto de presión como de volumen) que impone al corazón unas mayores exigencias de
trabajo (Morgan y cols., 1987; Vogt y cols., 1993). Pero no sólo una sobrecarga
hemodinámica es causa de desarrollo de una hipertrofia cardiaca, hay numerosos
factores no hemodinámicos como son, catecolaminas (Zierhut y Zimmer, 1989; Clark y
cols., 1993; Colucci, 1998), hormonas tiroideas (Brooks y cols., 1985) y angiotensina II
(Schunkert y cols., 1990; Yamazaki y Yazaki, 1999) que también estimulan el
desarrollo de la hipertrofia cardiaca. Las respuestas mediadas a través de estas señales
se realizan mediante la expresión de genes tempranos embrionarios (Komuro y cols.,
1988; Kornuro y cols., 1991; Torce y cols., 1999; McKinsey y Olson, 1999).
La hipertrofia representa una importante respuesta compensatoria que permite al
corazón mantener la función cardiaca. Así tras un infarto de miocardio los miocitos
sanos asumen el trabajo de los miocitos que se han perdido, por un periodo de isquemía
o por muerte celular. Estos miocitos sanos se hipertrofian, lo cual hace que aumenten en
tamaño pero no en número (hiperpíasia), añadiendo nuevos sarcómeros y mitocondrias a
su estructura para mantener la contracción y la producción de energía respectivamente.
Inicialmente estos mecanismos compensatorios mejoran la función cardiaca pero sólo
durante un periodo de tiempo limitado. Con el tiempo comienza a haber una
desintegración de las miofibrillas, una depleción de la reserva energética (ATP), fibrosís
intersticial y alteración de la expresión génica (Leger y cols., 1990; Perennec y cols.,
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1990). En esta situación, la red capilar no llega a todas las zonas del miocardio, se
desarrolla una isquemia subendocárdica y el corazón empieza a fallar (Katz, 1991);
arritmias ventriculares y fibrilación auricular se hacen mas frecuentes, la contractilidad
disminuye y se puede llegar a insuficiencia cardíaca y dilatación ventricular. Todo ello
inicia y mantiene un “círculo cerrado” de activación neuroendocrina que desemboca
finalmente en infarto y muerte súbita (Maish, 1996). Luego lo que en un principio
comienza como un proceso de adaptación beneficioso, a largo plazo puede acarrear
consecuencias muy perjudiciales (Kannel, 1999).
Figura 1. Manifestaciones cardiacas de la hipertensión arterial. La hipertrofia
ventricular izquierda se caracteriza por una activación del miocito y de los
compartimentos intersticial y vascular. Modificado de Vogt y Strauer, (1995).
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2.1.1. CARACTERÍSTICAS CELULARES DE LA
HIPERTROFIA CARDIACA
El miocardio está compuesto por miocitos y no miocitos; los fibroblastos son
una de las células no miociticas más abundantes. Cuando se desarrolla la hipertrofia
cardiaca ambos tipos celulares sufren alteraciones. Los miocitos ya diferenciados sufren
cambios en su arquitectura celular, en la reserva energética y en la utilización de la
misma. También se producen cambios en la síntesis de diferentes isoformas de las
proteínas contráctiles, así como la reexpresión de isoformas de proteínas contráctiles
embrionarias. Los fibroblastos sufren división celular aumentando su número (ellos sí
pueden sufrir hiperpíasia). También se aumenta la producción de colágeno. El
crecimiento hipertrófico de los miocitos junto con la proliferación fibroblástica causan
profundos cambios en la función sistólica y diastólica (Opie, 1991; Weber y Brilla,
1991).
El punto de vista predominante es que los miocitos cardiacos son células de
diferenciación terminal, es decir, no pueden aumentar en número ni dividírse una vez
alcanzado el desarrollo, aunque esto es aún materia de polémica (ver revisiones: Aversa
y cols., 1998; Soonpaa y Field, 1998). Durante la hipertrofia, la superficie y el volumen
celular aumentan mientras que el cociente superficie/volumen se mantiene constante
(Mayoux y cols., 1990; Opie, 1991; Perennec y Hatt, 1990). Los túbulos T y el retículo
sarcoplásmico mantienen su forma normal pero se alargan con la hipertrofia. También
se produce una disminución en la bomba Ca-ATPasa (Kuo y cols., 1987) y Na-K-
ATPasa (Charlemagne y cols., 1987) del sarcolema, debido a que se produce un
aumento de la superficie celular sin un aumento concomitante del número de bombas.
Todo ello va acompañado de numerosos cambios que ocurren en la mitocondria y en las
proteínas contráctiles.
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En el miocardio sano los sistemas enzimáticos mitocondriales generan la mayor
parte del ATP necesario para la función cardiaca. Las mitocondrias ocupan el 30% del
espacio intracelular, heterogéneamente distribuidas. Tanto las mitocondrias como los
sustratos utilizados por ellas, sufren cambios correlacionados con el grado de hipertrofia
al que se ve sometido el corazón (Sack y Kelly, 1998). Por ejemplo, en una primera fase
de hipertrofia inducida por sobrepresión, se produce un aumento del trabajo
mitocondrial y un aumento del consumo de oxígeno. Inicialmente, el aumento en la
demanda energética es cubierto por un mayor uso de la reserva de ácidos grasos; pero
después de un periodo de adaptación a esta situación de estrés, el miocardio comienza a
hipertrofiarse con lo que se normaliza de nuevo consumo de oxígeno y el uso de los
sustratos energéticos (Perennec y cols., 1990; Younes y cols., 1990). Anormalidades en
la energía de metabolismo, tales como la distribución de ATP, fosfocreatina y el
cociente ATP/fosfocreatina, han sido encontradas en corazones hipertróficos. Estas
alteraciones también parecen ser proporcionales al grado de hipertrofia desarrollado
(Zhu y cols., 1996).
La mitocondria del miocardio hipertrófico tiene una mayor superficie de
membrana interna, pero una menor densidad de crestas, lo que le hace muy similar a las
caracteristicas de las mitocondrias del miocardio en el recién nacido. Hay también una
distribución diferente de las mitocondrias dentro de las capas del corazón, de tal manera
que se reduce el número de mitocondrias presentes en el subendocardio lo que puede
contribuir a la mayor susceptibilidad de esta región cardiaca a sufrir eventos isquémicos
(Pianno, 1994).
Por otro lado, las isoenzimas de lactato deshidrogenasa (LDH) están asociados
con el metaboiismo aeróbico y anaeróbico. Se han observado cambios en la distribución
de las isoenzimas en función de la viabilidad de oxígeno intracelular, (Everse y Kaplan,
1975>. En el metabolismo aeróbico, la LDHI actúa como la forma mayoritaria de LDI-I,
y el corazón actúa como un consumidor de lactato, con el NADH que es rápidamente
reoxidado por la fosforilación oxidativa vía mitocondrial. Durante la isquemia, el
metabolismo aeróbico cambia hacia un metabolismo esencialmente anaeróbico y se ve
aumentada la producción de piruvato por la glucolisis (Barger y Kelly, 1999). En este
caso el corazón se vuelve productor de lactato y la LDH5 aumenta para actuar como una
piruvato-reductasa. Por tanto, LDHl disminuye de manera antiparalela con respecto al
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aumento de LDH5, indicando un aumento del metabolismo anaeróbico en el miocardio
hipertrófico, (Zhu y cols, 1996).
La unidad básica contráctil del miocito es el sarcómero. Este está compuesto por
cuatro proteínas contráctiles: miosina, actina, tropomiosina y troponina. Durante el
desarrollo de la hipertrofia cardiaca, se produce un aumento de la velocidad de síntesis
de las proteínas contráctiles, así como un cambio en la proporción de las isoformas de
dichas proteínas, lo que lleva a un alargamiento del sarcómero (Opie, 1991).
En los corazones de mamíferos, incluido el humano, se han identificado dos
isoformas de la miosina ventricular que han sido designadas como “la cadena pesada de
miosina a (ct-MHC)” y “la cadena pesada de miosina g (j3-MHC)”. Aunque la función
que realizan ambas isoformas es la misma, la estructura y la forma de realizar su
función difieren tina de otra. Tras una sobrecarga hemodinámica, se producen cambios
en la expresión de los genes que codifican para ambas cadenas de miosinas, de manera
que se produce una desaparición gradual de la isoforma ct-MHC tanto en el ventrículo
como en la aurícula, y un aumento de la isoforma 9-MHC (Mercadier y cols., 1983;
Buguaisky y cols., 1990; Leger y cols., 1990). Debido a que la isoforma j3-MHC está
asociada a una menor actividad de la ATPasa, disminuye la utilización de energía por el
corazón (Schwartz y cols., 1981).
En el corazón adulto hipertrófico reaparecen isoformas de proteínas que
normalmente están presentes en el feto (Schwartz y cols., 1986). Hasta la fecha varias
de estas isoformas fetales han sido identificadas incluyendo la a-Actina esquelética
(Schwartz y cols., 1986), la 3-tropomiosina (Izumo y cols., 1988) y el factor natriurético
auricular (Eghbali y cols., 1989). De acuerdo con Katz, (1991), el significado funcional
de esta reexpresión no esta claro pero podría estar relacionado con la cardiopatía
asociada a la sobrexpresión y al deterioro del corazón.
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Se producen además cambios a nivel de otros genes, que codifican para
proteínas sarcoméricas, proteínas de membrana, varias proteínas encargadas del
metabolismo energético y mecanismos envueltos en procesos de transducción (Klug y
cols., 1 993). Los cambios en la expresión génica permiten al corazón obtener una menor
velocidad de contracción y mejorar su deteriorada economía (Alpert y Mulieri, 1982).
En esta nueva situación el genoma simplemente utiliza otro programa, como no hay
tantos programas disponibles, el programa que utiliza el corazón es el fetal.
La cascada de sucesos anteriormente citados, producen una serie de cambios
iniciales que se transformarán en cambios permanentes en la expresión génica.
Comienzan con una señal inicial que aumenta la expresión génica y que es monomorfa
en varios tipos de adaptaciones biológicas. Engloba un proceso en escalera compuesto
de los siguientes pasos: 1) Una señal actúa como disparo en respuesta al estimulo. El
estiramiento del miocito es el disparo sugerido por la experiencia clínica, siendo como
es la respuesta al incremento de tensión de la pared ventricular. 2) El transmisor es el
mecanismo biológico que traduce la información al genoma. 3) La diana es el ADN o,
de forma más precisa, la porción de gen que está situado al comienzo de la secuencia
codificadora, llamada región reguladora del gen. 4) Se producen aumentos breves de la
expresión genética. Varios transcripciones de oncogenes, tales como c-/bs, c-myc, c-jun
y otros ARNm que codifican para proteínas del shock de temperatura y factores de
crecimiento se expresan rápida y brevemente actuando como señales de crecimiento. 5)
El paso final es el cambio permanente en la expresión de los genes, lo cuál ocurre a
nivel del sarcómero o de las proteínas de membrana (Chevalier y cols., 1994).
10
Figura 2. Resumen del acoplamiento entre el estímulo hipertrófico y la expresión
génica.
Por lo que respecta a las células no miocíticas, incluyen: células endoteliales,
células del músculo liso vascular, macrófagos, mastocitos y fibroblastos, todas ellas
localizadas en el intersticio. Los miocitos sólo representan realmente una tercera parte
de la población pero debido a su tamaño ocupan el 75% de la estructura miocárdica
(Eghbali y cols., 1989; Weber y Brilla, 1991).
Los fibroblastos son capaces de dividirse y por lo tanto de sufrir un crecimiento
hiperpiásico, además contienen ARNm que codifica para el colágeno tipo 1 y tipo III. El
colágeno producido por estas células conecta unos miocitos con otros y es el soporte
para los capilares coronarios y los vasos. Nuevos datos han demostrado que no sólo
aumenta la síntesis de colágeno intersticial durante la hipertrofia ventricular izquierda,
sino que además, se produce una disminución en su degradación, porque se ve reducida
la actividad enzimática tisular de las metaloproteinasas que lo degradan (Maisch, 1996).






Cambios transitorios en la expresión de genes (oncogenes...)
Cambios permanentes en la expresión génica (isomiosinas...)
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Durante el desarrollo de la hipertrofia los fibroblastos proliferan y el colágeno
se acumula en el intersticio. Esta acumulación de colágeno conlíeva un cambio en las
propiedades elásticas del miocardio, un aumento de la rigidez y una disminución del
distendimiento ventricular (Capasso y cols., 1990; Weber y Brilla, 1991). Todo ello
parece ser un factor determinante en la disfunción diastólica de la bomba cardiaca, al
disminuir el grado de relajación, la distensibilidad ventricular y aumentar, por tanto, la
presión diastójica final. Este proceso fibrótico comparte varias características en común
con la cicatrización de una herida. La sobreexpresión de ese proceso de “cicatrización”,
según su grado, deriva hacia una buena o mala readaptación, la mala adaptación lleva a
la restricción de la Júnción cardiaca. Simplificando la idea, se podría decir que la
excesiva fibrosis puede virtualmente estrangular al corazón, primero en la diástole y
más tardíamente en la sístole.
En cuanto a lo que se refiere a la circulación coronaria, se han propuesto varios
mecanismos para explicar las anormalidades que se observan en ella durante una
sobrecarga de presión en la hipertensión, acompañada de una hipertrofia ventricular
izquierda. Durante el desarrollo normal, hay una adecuada relación entre la masa
ventricular izquierda y el área superficial funcional de la vasculatura coronaria. Tres
posibilidades podrían originar una elevación de la resistencia coronaria mínima: 1) Un
desarrollo inadecuado o retrasado de la circulación coronaria, disminuyendo la densidad
vascular. 2) Reducción de la luz vascular de la pared de los vasos. 3) Una reducción
funcional en la circulación por una compresión extrínseca o vasoconstricción (Gosse y





Reducción Reducción luz arteriolar Reduccion funcional
densidad arteriolar por hipertrofia de luz arteriolar
Figura 3. Reducción de la reserva coronaria: posibles mecanismos. Modificado de
Gosse y Clementy, (1995).
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Las fuerzas externas compresoras son minimas en pacientes hipertensos y no hay
una correlación clara entre la disminución de la reserva coronaria y el estrés de la pared
miocárdica. (Vogt, y cols., 1992). La disfunción endotelial que induce de por si la
vasoconstricción es a menudo puesta de manifiesto en hipertensión, aunque parece tener
un bajo impacto en el ámbito de la vasculatura coronaria.
En ratas espontáneamente hipertensas, se ha observado un desarrollo
compensatorio retrasado de los pequeños vasos, con respecto de la masa cardiaca extra.
Los animales jóvenes tienen una reserva coronaria disminuida y una menor densidad de
capilares e incluso arteriolas, pero estas anormalidades tienden a desaparecer con la
edad. En pacientes hipertensos, no parece existir una relación clara entre el grado de
hipertrofia y la disminución en densidad de la circulación coronaria.
Por tanto, la principal causa de anormalidades en la circulación coronaria en la
hipertensión parece ser una alteración estructural de la pared arterial (Kaski y cols.,
1993). La reducción de la luz vascular radica en dos procesos principalmente: 1) Una
hipertrofia concéntrica de la reorganización vascular en la ausencia de crecimiento lo
cual produce una disminución del diámetro interno. 2) La reorganización o remodelaje
de los vasos, adaptándose a la nueva situación, aunque ésta varia mucho en las distintas
especies animales y dependiendo del tipo de hipertensión arterial (Heagerty y cols.,
1992; Garot y cols., 1999).
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En la siguiente tabla se resumen los cambios estructurales y celulares que se
producen en el corazón hipertrófico y sus correspondientes cambios hemodinámicos.
Tabla 1. Relación entre los cambios celulares y hemodinámicos durante el desarrollo de
la hipertrofia cardiaca.
PASE ~
Desarrollo de hiperírofiaNo cambio en el espesor de la
pared
Pequeño aumento de Libro-
blastos y colágeno fibrilar
Pequeño aumento dela tensión
Pequeño aumento de





Aumento del tamaño del cora-
zón
Aumento del tamaño del mio-
cito
Aumento del número de Libro-











torios de dolor en





Aumento de la masa ventri-
cular con excesiva dilatación
Crecimiento desproporcionado
de fibroblastos y colágeno en el
intersticio (Fibrosis avanzada)



















2.1.2. SEÑALES ASOCIADAS A LA APARICIÓN DE
H¡PERTROFIA CARDIACA
Numerosas señales han sido identificadas en la iniciación y/o el mantenimiento
de la hipertrofia cardiaca. Dependiendo de la naturaleza de la señal estas se pueden
clasificar en señales hemodinámicas y señales no hemodinámicas. Un aumento del
volumen y de la presión, son señales hemodinámicas que estimulan el crecimiento
hipertrófico. Las catecolaminas, (agonistas Cx- y 3- adrenérgicos), hormonas tiroideas,
angiotensina II y algunos factores de crecimiento son señales no hemodinámicas
(Morgan y Baker, 1992).
Es importante subrayar a este nivel que enfermedades cardiovasculares tales
como la hipertensión presentan frecuentemente señales mixtas. Por ejemplo, pacientes
con hipertensión sistémica tienen un aumento de la postcarga así como un aumento de
los niveles de catecolaniinas circulantes (Pianno, 1994).
2.1.2.1. Señales hemodinámicas
Presión
Con cada latido, el corazón se distiende en relación directa con el volumen de
sangre que fluye en su interior al final de la diástole, e inmediatamente después se
bombea esa sangre contra la presión ejercida por las arterias; es lo que se denomina
postcarga. Bajo condiciones normales esa presión es importante para mantener la masa
del corazón, pero al mismo tiempo esa presión puede ser también una señal
hemodinámica envuelta en el desarrollo de la hipertrofia (Cooper, 1987; Morgan y cols.,
1987). Un aumento sostenido en la presión de postcarga puede provocar una hipertrofia
ventricular izquierda de tipo concéntrico. De todas formas cambios sostenidos en la
presión de postcarga también inducen cambios en señales no hemodinámicas, como un
aumento de la actividad simpática neural y la activación del sistema renina angiotensina
(Morgan y cok., 1987).
15
En modelos experimentales en los que únicamente se estudian los efectos de la
presión arterial, tanto el aumento de la actividad neural simpática como la activación del
sistema renina-angiotensina, pueden ser controlados utilizando músculo cardiaco
denervado o usando bloqueantes farmacológicos específicos de cada sistema. Con esas
condiciones experimentales se ha visto que una sobrepresión sostenida produce un
aumento en los niveles totales de ARNm y síntesis de proteínas, por lo que por sí misma
puede estimular el crecimiento cardiaco (Peterson y Lesch, 1972; Cooper y Tomannek,
1982; Cooper y cols., 1985). No es bien conocida, la relación existente entre cambios en
la presión y la hipertro±iacardiaca pero parece ser que la deformación de las células
ante la sobrepresión es uno de los factores determinantes.
Volumen
Las adaptaciones funcionales cardiacas serán tanto mejores cuanto más integro
se encuentre el metabolismo cardiaco y la circulación coronaria. Cuando el estimulo
permanente es una sobrecarga de volumen o diastólica, (Insuficiencia valvular, fistulas,
etc...) se produce un mayor estiramiento y contracción de las fibras. Esto ocasionará una
hipertrofxa excéntrica o “dilatación”, por cambios de la longitud en serie y elongación
del miocardio, sin o con poco aumento de grosor, con un claro aumento del volumen
externo y de la propia cavidad ventricular (López-Merino y cols., 1992).
Uno de los factores importantes en el desarrollo de la hipertrofia cardiaca
generada por un aumento de volumen es la anemia. En algunos pacientes, la anemia
produce un aumento de la masa ventricular izquierda mientras que en otros también
produce una dilatación del volumen diastólico final del ventrículo izquierdo. Estos
cambios aumentan el riesgo de arritmias, infarto de miocardio y fibrosis miocárdica
(Mann JF, 1999). No sólo eso, en presencia de una isquemia cardiaca, la anemia
empeora aún más la reserva cardiaca de oxígeno. Cuanto menor es al nivel de
hemoglobina, más probable es el desarrollo de hipertrofia e infarto, una hemoglobina de
11 g/dl está asociada a un aumento de la morbilidad y la mortalidad. Una corrección
parcial de la anemia con Epopoyetina recombinante ha mostrado una mejora de la
reserva cardiaca de oxígeno y una reversión parcial de los cambios patológicos en la
geometría ventricular. De todos modos, aunque una corrección parcial de la anemia
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normalmente disminuye el volumen ventricular izquierdo, los efectos sobre el grosor de
la pared no son significativos (Eckerdt, 1999).
2.1.2.2. Señales no hemodinámicas
Hipertrofia mediada a través de la estimulación a- y I~- adrenérgica
Varios estudios han ido encaminados a establecer la relación entre las
catecolaminas, noradrenalina (NA) y adrenalina (A), y el crecimiento cardiaco. La NA
se libera desde las terminaciones presinápticas simpáticas, mientras que la A se libera
desde Ja médula adrenal (Opie, 1991). La NA también se libera desde la médula adrenal
pero en mucho menor grado en comparación con la A. La primera evidencia que
relacionaba las catecolaminas con el desarrollo de la hipertrofia cardiaca derivó de
estudios clínicos, en los cuales se observó una regresión de la hipertrofia cardiaca en
pacientes tratados con fármacos antihipertensivos que reducían la actividad simpática
(Corea y cols. 1981; Strauer y cols., 1985).
Zierhut y Zimmer, (1989), y King y cols., (1987), demostraron en estudios
experimentales que la infusión de NA producía aumentos significativos de la masa
cardiaca que eran independientes de los cambios en la presión sanguínea, presiones
intracardiacas y trabajo cardiaco. Para ver mas claramente el efecto de la NA en el
crecimiento del corazón Zierhut y Zimmer vieron que si concomitantemente con las
infusiones de NA se añadía un bloqueante a-adrenérgico (prazosin) o un bloqueante no
selectivo 9 (metropolol), se bloqueaba el desarrollo de la hipertrofia inducida por NA.
Utilizando cultivos de miocitos cardiacos neonatales, Simpson, (1985), demostró que
fármacos agonistas a1 inducían una hipertrofia en los miocitos en cultivo,
Posteriormente, y apoyando estos datos Clark y cols., (1993), caracterizaron el efecto de
fenilefrina, agonista cfi, e isoproterenol, agonista 3, en el crecimiento hipertrófico,
demostrando un efecto directo estimulante del crecimiento miocítico por parte de ambos
fármacos (Schluter y Piper, 1999).
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Se han visto algunas diferencias en cuanto a los efectos producidos por ambos
agonistas al desarrollar la hipertrofia. Por ejemplo, la estimulación 3-adrenérgica induce
el automatismo y una reorganización de las miofibrillas, mientras que la estimulación a1
no induce el automatismo, las células permanecen quiescentes, y no sufren ninguna
reorganización significativa de las miofibrillas. Además, tanto la estimulación a como 3
producen cambios similares pero cuantitativamente diferentes en cuanto al tamaño
celular, la velocidad de síntesis de proteínas, el contenido proteico y la producción del
factor natriurético auricular en el ventrículo, factor indicador de la expresión génica en
células en cultivo (Clark y cols., 1993).
Hipertrofia mediada por la hormona tiroidea
Tanto el hipertiroidismo como una elevación de los niveles de hormona tiroidea
en el plasma, producen varios efectos en el miocardio y en la vasculatura sanguínea
(Timssit y cols., 1990). Algunos de los cambios producidos en el ámbito circulatorio
incluyen un aumento en el ritmo cardiaco, una disminución de la resistencia arterial y
un aumento del consumo de oxígeno periférico y miocárdico. Independientemente de
los efectos circulatorios, la hormona tiroidea produce hipertrofia cardiaca, pero sin
producir grandes cambios histológicos. La hipertrofia inducida por la hormona tiroidea
es reversible. Los efectos de la hormona tiroidea en el miocardio incluyen un aumento
en el número y afinidad de los receptores 3-adrenérgicos, un aumento de la respuesta
inotrópica positiva y cronotrópica a las catecolaminas, y una expresión alterada de las
isoformas de miosina (Limas y Limas, 1987; Lortety cols., 1989).
Hipertrofia mediada a través de Angiotensina II
La angiotensina II es un potente vasoconstrictor arterial que ocasiona cambios
muy marcados en el flujo sanguíneo de varios lechos vasculares (Dzau y Pratt, 1991).
La angiotensina II induce tanto hipertrofia cardiaca (Aceto y Baker,1990; Wollert y
Drexíer, 1999), como proliferación de los fibroblastos (fibrosis intersticial), por
aumento de la síntesis de proteínas (¿Jalil y cols., 1991; Weber y cols, 1991).
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La angiotensina II puede originar tanto directa, mediante unión a los receptores
de angiotensina AL cardiacos, como indirectamente, mediante una elevación de la
presión arterial, una hipertrofia ventricular izquierda (Pianno, 1994; Frohlich, 2000).
Los inhibidores del enzima de conversión de angiotensina (TECA), son fármacos
que inhiben la enzima dipeptidil carboxipeptidasa, enzima encargada de transformar la
angiotensina 1 en angiotensina II, la forma activa (Dzau y Pratt, 1991). Debido a que la
angiotensina 11 puede mediar el desarrollo de hipertrofia, cabe esperar que la inhibición
del enzima de conversión de angiotensina (ECA) pudiera mitigar los efectos del
crecimiento producidos por la activación in vivo del sistema renina-angiotensina. De
hecho, varios estudios en diferentes modelos de animales hipertensos, e incluso en
pacientes hipertensos, han demostrado como el tratamiento con IECA produce una
reversión de la hipertrofia ventricular izquierda (Dunn y cols., 1984; Julien y cols.,
1990; Nagano y cols., 1991a; Nagano y cols., 1991b; Martínez y cols., 1999). En
modelos de cultivos celulares, se ha visto el efecto directo de la angiotensina II sobre el
crecimiento miocitico, observando como esta inducia realmente una hipertrofia celular y
estimulaba la síntesis de proteínas. Este efecto de la angiotensina II es bloqueado al
pretratar las células con un bloqueante de los receptores AL de angiotensina (Aceto y
Baker, 1990).
Hipertrofie mediada por factores de crecimiento
Con el tiempo se han identificado una serie de factores de crecimiento en el
tejido miocárdico. Entre estos factores destacan: factores de crecimiento de insulina 1 y
II, factor de crecimiento fibroblástico y el factor de crecimiento 3 (Englemann y cols.,
1989; Long y cols., 1990). De entre ellos son destacables los factores de crecimiento
fibroblástico y el de insulina 1, los cuales han sido encontrados en los miocitos
cardiacos tras un estímulo de sobrepresión (Chiba y cols., 1989). Hasta la fecha, el
conocimiento de los efectos directos de estos factores sobre los miocitos es limitado y
por tanto, el papel que desempeñan en el desarrollo de la hipertrofia no está bien
definido.
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Tanto las señales hemodinámicas como no hemodinámicas pueden producir
proliferación fibroblástica y expresión de los genes del colágeno. Varios autores han
demostrado que la estimulación del sistema renina-angiotensina-aldosterona está
implicado en el desarrollo de la fibrosis intersticial (Brilla y Weber, 1991; Jalil y cols.,
1991; Yamahada y cols., 1991; Benitah y cols., 1999). Así Brilla y Weber, (1991),
comprobaron como se prevenía la proliferación de los fibroblastos cardiacos, utilizando
un bloqueante de aldosterona (espirolactona). Otros estudios han confirmado que, la
angiotensina II produce tanto crecimiento fibroblástico como expresión de colágeno.
Jalil y cols., (1991), observaron que tratando a ratas con Captopril, un IECA, atenuaban
la fibrosis intersticial y perivascular mejorando el funcionamiento del ventrículo.
2.1.3. MECANISMOS INTRACELULARES ASOCIADOS
AL ESTÍMULO HIPERTRÓFICO
El estiramiento que sufre el corazón en repuesta a la presión está asociado con la
activación de diversos mecanismos de trausducción, tales como el recambio del
fosfoinositol (von Harsdorf y cols., 1989; Dassouli y cols., 1993), la activación de la
adenilato ciclasa (Watson y colss., 1989; Xenophontos y cols., 1989) y señales
inducidas por el paso de calcio través de los canales de membrana (Haneda y cols.,
1989).
El estiramiento miocárdico induce un aumento de los niveles celulares del
inositol 1 ,4,5-trifosfato (IP3). La acumulación de inositol fosfato es mediada a través de
la fosfolipasa C que hidroliza los fosfolípidos de la membrana (Dassouli y cols., 1993).
En particular, la fosfolipasa C media la hidrólisis de fosfatidil inositol 4,5-difosfato
dando lugar a IP3 y diacliglicerol (DAG). El DAG activa la proteína kinasa C (PKC)
que a su vez está envuelta en el crecimiento celular y la hipertrolia cardiaca (Berrige,
1987; Rana y Hokin, 1990; Simpson y cols., 1991; Schluter y piper, 1999; Naruse y
King, 2000).
El estiramiento cardiaco parece también activar la enzima adenilato-ciclasa la
cual produce un rápido incremento de los niveles de AMPc. A su vez este AMPc activa
a una enzima proteína kinasa dependiente de AMPc, la PICA (Shabb y Corbin, 1991).
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Las proteína-kinasas son enzimas que fosforilan proteínas celulares especificas,
activándolas o desactivándolas, por lo que son enzimas muy importantes en la
regulación de la función fisiológica, incluyendo la síntesis de proteínas. Por ejemplo la
PKA fosforila a la proteína de unión al elemento respuesta del AMPc ó CREB el cuál se
une a la región promotora de genes aumentando su expresión (Tratner y cols., 1992).
Aunque es menos conocida, parece ser que la presión que induce el estiramiento
del ventrículo que se hipertrofla puede activar canales iónicos de membrana permeables
a iones Na~ y Ca2F (Haneda y cols., 1989; Kent y cols., 1989) y activar el
intercambiador Na~-H~, el cuál aumenta el pH intracelular (produce una alcalinización
intracelular) (Schwartz y cols., 1990; Karmazyn y cols., 1999). La alcalinización celular
ha relacionado también con un aumento en la síntesis de proteína y el crecimiento
celular (Berridge, 1987).
El estiramiento también se ha visto asociado a la expresión de genes tempranos u
oncogenes tales como c-fos y c-myc. Estos son unos de los primeros genes expresados
en respuesta a ciertos estímulos (Komuro y cols.,1990; Kolbeck y cols., 1993). Parece
ser que codifican a otros factores reguladores del crecimiento y la diferenciación celular
(Simpson, 1988). Algunos de estos genes codifican para factores de transcripción que a
su vez se unen a regiones reguladoras especificas de otros genes y regulan su expresíon.
Esta segunda hornada de genes codifican para un nuevo grupo de proteínas que en el
corazón incluyen la 13-MHC o a-Actina.
Recientemente han surgido nuevas teorías acaparando la atención científica, que
tratan de explicar los mecanismos moleculares que acoplan las señales hipertróficas
antes mencionadas, tanto hemodinámicas como no hemodinámicas, a la reprogramación
de la expresión génica del miocito cardiaco. Numerosos estudios han sugerido como
señal un aumento en los niveles de calcio intracelular (Marban y cols., 1 987; Sadoshima
ycols., 1990; Bustamante ycols., 1991; Leite ycols., 1994; Hongo ycols., 1995).
Varios mecanismos intracelulares se han implicado en la transducción del
estímulo hipertrófico. Por ejemplo, la angiotensina II, la fenilefrmna y la endotelina-1,
provocan la activación de la fosfolipasa C, dando lugar a la producción de DAG e IP
3,
lo que a su vez moviliza el Ca
2~ intracelular y activa la proteína kinasa C (Sadoshima e
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Izumo, 1993; Yamazaki y cols., 1996; Zou y cols., 1996) También existe un amplio
grupo de investigadores que proponen como transductores del estímulo hipertrófico al
sistema de las kinasas Ras y MAP (proteínas activadas por mitogénesis) (Thorburn y
cols., 1993; Force y cols., 1996; Sudgen y Clerk, 1998). La manera en que todos estos
mecanismos están relacionados aún permanece sin descifrarse, pero un hecho es c]aro,
todos están asociados con un aumento del calcio intracelular, lo que hace que este ion
actúe coordinando la actividad de diferentes mecanismos de transducción del estímulo
hipertrófico.
En las células B Y T del sistema inmunológico, la calcineurina, una fosfatasa
dependiente de calmodulina, se muestra como enlace entre la expresión génica y el
aumento en los niveles de calcio como resultado de la activación de la respuesta
inmune. La calcineurina regula los genes de la respuesta inmunológica mediante la
desfosforilación de una familia de factores de transcripción conocidos, como NF-ATs
(factores nucleares de células T activadas), (Rao y cois., 1997; Izumo y Aoki, 1998).
Una vez desfosforilados, los factores de transcripción NF-AT se translocan al núcleo
donde directamente activan los genes de la respuesta inmunológica (Flanagan y cols.,
1991; Loh y cols., 1996). Los fármacos inmunosupresores como el FK 506 y la
ciclosporina A (CsA), suprimen la respuesta inmune por inhibición la actividad de la
calcineurina sobre los NF-AT. El NFAT3 es una de las cuatro proteínas conocidas
NFAT expresadas en células T y músculo esquelético, pero la NFAT3 además está
expresada en un amplio numero de tejidos incluido el corazón adulto (McCaffrey y
cols., 1993; Northrop ycols., 1994; Ho ycols., 1995; Parky cols., 1996).
En un estudio reciente presentado por Molkentin y cols., (1998), se demuestra
que el miocardio utiliza la calcineurina para activar al factor NFAT3 durante la
hipertrofia. Dicho factor se transloca al núcleo donde interacciona con una secuenaa
GATA4 y que posteriormente inducirá los genes fetales reexpresados en la hipertrofia.
Además se muestra como la administración sistémica de CsA y FK-506, previene el
desarrollo de hipertrofia en ratones transgénicos a dosis que anteriormente mostraron
efectos inmunosupresores. Es interesante señalar que el crecimiento postnatal normal
del corazón no se ve afectado por estos fármacos, sugiriendo que los mecanismos de
crecimiento cardiaco normales son calcineurina independientes.
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Sin embargo, no todo se reduce al mecanismo de la calcineurina, como se indicó
anteriormente, numerosos estudios han implicado a la PKC, PKA, calmodulina, MAP
kinasas en la transducción del estimulo hipertrófico. Los estudios actuales se basan en
un modelo integrado de señales hipertróficas intracelulares. Este modelo predice una
interconexión entre todos los mecanismos mencionados (Olson y Molkentin, 1999;
Walsh, 1999; Sudgen, 1999).
2.1.4 IMPLICACIONES CLíNICAS DE LA HIPERTROFIA
CARDIACA
Como se ha señalado previamente, la hipertrofia ventricular izquierda representa
una importante respuesta compensatoria que permite al miocardio mantener la función
cardiaca frente a una sobrepresión. Pero con el tiempo, el alargamiento de los miocitos,
el remodelaje del intersticio cardiaco y las alteraciones sufridas en la microcirculación
tienen efectos desfavorables que van en detrimento de la función cardiaca. Así, se
produce un aumento de la tensión de la pared en la sístole, una disminucion de la
fracción de eyección e isquemia subendocárdica.
Un aumento de la postcarga requiere que el corazón genere más fuerza y tensión
durante la sístole. En respuesta a ese aumento de presión, el corazón comienza a
hipertrofiarse. Los cambios morfológicos y estructurales van apareciendo gradualmente
a través de diferentes fases que se corresponden con los cambios producidos en la
función miocárdica (Opie, 1991; Morgan y Baker, 1992; Natsume, 1993). Durante la
primera fase de la hipertrofia, hay un modesto aumento del grosor de la pared del
ventrículo izquierdo para tratar de normalizar la tensión a la se somete a la pared. Esta
tensión refleja el grado de postcarga y es un factor determinante en el consumo de
oxígeno. Así en la primera fase de hipertrofia la tensión de la pared permanece
inaJterada. Por tanto, el consumo de oxígeno, la función de Ja bomba en la sístole y
otros índices de contractilidad son normales (Katz, 1991; Opie 1991; Vogt y cols.,
1993). La relación entre la tensión de la pared, la presión, el grosor del ventrículo y el
radio del ventrículo se explica mediante la” Ley de LaPlace” (Katz, 1991).
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Tensión(T)= Presión(P) x Radio(R
)






Figura 4. Cambios en el la tensión de la pared según progresa la hipertrof’a.
Modificado de Pianno, (1994).
Según se observa en la figura 4, durante la primera fase de la hipertrofia, aunque
se produce un aumento de la presión, la tensión de la pared permanece prácticamente
inalterada porque se produce al mismo tiempo una disminución recíproca del radio
ventricular y un aumento del grosor. Pero con el tiempo, en fases ya más avanzadas, se
produce un aumento concomitante del volumen de diástole final del ventrículo
izquierdo debido a una reducción de la contractilidad cardiaca y a un aumento del
retorno venoso asociado a la retención de agua y Na~. Entonces se genera una dilatación
del ventrículo izquierdo al igual que un aumento en el radio ventricular y todo ello





Los cambios en la función diastólica suelen ocurrir en las fases tempranas del
desarrollo de la hipertrofia y normalmente preceden a los cambios en la función
sistólica. La disfunción diastólica se caracteriza por un retraso en la velocidad de
relajación y de llenado del ventrículo izquierdo (Grossman, 1991). La relajación, o fase
diastólica del ciclo cardiaco, comienza con una disminución en los niveles intracelulares
de calcio por recaptación del retículo sarcoplásmico y en menor medida por una salida
al exterior celular. En la hipertrofia, se produce una reducción en la velocidad de
transporte de calcio por el retículo sarcoplásmico, tanto por dismínucion en la actividad
de la bomba Ca-ATPasa, como de su densidad (de la Bastie y cols., 1990; Mercadier y
cols., 1 990). Todo ello podría explicar parcialmente el retraso en la velocidad de
relajación y la disfunción diastólica que tienen lugar en el miocardio hipertrófico
(Douglas y cols., 1989).
Como demostraron Sax y cols, (1988), el ventrículo se vuelve cada vez más duro
y requiere una mayor presión de llenado para mantener un volumen de eyección similar.
Esto normalmente permanece bien compensado durante el reposo, pero puede provocar
síntomas de insuficiencia cardiaca durante el ejercicio. Cabe resaltar que durante el
ejercicio aeróbico hay un aumento de la masa ventricular izquierda, pero la elasticidad
ventricular permanece inalterada e incluso mejora. Por ello, los pacientes hipertensos y
los atletas pueden tener la misma masa ventricular izquierda, pero su función diastólica
es muy diferente (Staiger y cols., 1985).
2.1.4.2. Isquemia miocárdica
Una gran variedad de mecanismos patogénicos pueden ser los responsables de la
isquemia miocárdica que sufren muchos pacientes con hipertrofia ventricular izquierda.
Entre ellos: 1”, la hipertensión tiene una implicación directa con la patogénesis de la
arterioesclerosis coronaria, la cual impide un correcto suministro de oxigeno. 20, un
aumento de la masa ventricular a su vez también requiere un mayor aporte de oxígeno.
30, el crecimiento de la red capilar en el miocardio hipertrófico no se corresponde con el
aumento de la masa ventricular (Mueler y cols., 1978; O’Keefe y cols., 1978).
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El suministro sanguíneo resulta insuficiente en relación a la demanda del
corazón lo que provoca situaciones de isquemia. La inadecuada llegada de oxígeno por
debajo de los requerimientos mínimos, induce a una fibrosis y necrosis celular. El
paciente con hipertrofia ventricular izquierda es más propenso a sufrir episodios de
isquemía asintomática y arritmias ventriculares, lo que ocasiona a su vez enfermedades
cardiovasculares más graves tales como insuficiencia cardiaca, infarto y muerte súbita
(Strauer, 1979; Strauer, 1987; Chiarielio y Perrone-Filardi, 1999).
2.1.4.3. Arritmias ventriculares
Ha sido ampliamente documentado, en pacientes con hipertrofia ventricular
izquierda, la mayor prevalencia de contracciones ventriculares prematuras y arritmias
más serias (Almendranal y cols., 1995). Los mecanismos electrofisiológicos específicos
que producen este aumento de arritmias en la hipeitrofia permanecen aún sin descifrar.
Factores tales como la fibrosis intersticial, el cambio en la arquitectura miocárdica, la
propagación defectuosa del impulso y el aumento de los mecanismos de reentrada,
pueden ser decisivos en la arritmogénesis (Levy y cols., 1987; McLeachan y cols.,
1987; Siegel y cols., 1990).
Aunque no existe una conexión entre las arritmias ventriculares y la muerte
súbita, no parece descabellado asumir que focos ectópicos ventriculares en una
población con alto riesgo de sufrir muerte súbita, como son los pacientes con hipertrofia
ventricular izquierda, puedan dar lugar a arritmias más serias que pueden llegar a ser
fatales (Cameron y cols., 1983; Bikkina y cols., 1993).
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2.1.4.4. Insuficiencia cardiaca congestiva
La insuficiencia cardiaca es una complicación común en enfermos que han
sufrido largos periodos de tiempo con una hipertensión sin tratamiento. Datos aportados
por el estudio Framingham, han mostrado como más del 80% de los pacientes que
manifiestan una insuficiencia cardiaca han padecido en el pasado hipertensión (Kannel
y cols., 1972). Según progresa la enfermedad cardiovascular hipertensiva, al corazón
hipertrófico le resulta más y más dificil corresponder a las demandas impuestas sobre él.
El corazón se dilata, aumenta la actividad simpática y la actividad del sistema renina-
angiotensina, para tratar de equilibrar la presión arterial. La vasoconstricción
consiguiente genera una isquemia miocárdica que perjudica la función cardiaca y
acelera la caída de la contractilidad (Delbridge y cols., 1996), haciendo su aparición la
insuficiencia cardiaca.
2.1.5. PREVALENCIA DE LA HIPERTROFIA. FACTORES
DE RIESGO
El desorden más importante que va unido a la hipertrofia ventricular izquierda es
una hipertensión sostenida. Datos aportados por el estudio Framingham del corazón
demuestran una prevalencia de la enfermedad de un 16% en hombres y un 19% en
mujeres. Este porcentaje aumenta con la edad, de manera que, en mayores de 65 años la
prevalencia es del 33% en hombres y 49% en mujeres (Levy y cols., 1988). Además es
destacable que la prevalencia de la hipertrofia aumenta con la edad, más de un 50% de
las personas mayores de 65 años con hipertensión esencial presentaronn evidencias de
hipertrofia (Savage y cols., 1 987).
Los factores hemodinámicos son los causantes más poderosos de la enfermedad,
por lo que la determinación de la presión arterial podría ser un buen factor predictor de
la masa ventricular izquierda. Pero sin embargo se ha visto que, pacientes con una
hipertensión severa durante largos periodos de tiempo no presentan hipertrofia cardiaca,
y por el contrario, pacientes sin hipertensión, o con unos valores moderadamente altos
de presión arterial, desarrollan una hipertrofia severa (Drayer y cols., 1987). Todos estos
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datos sugieren la presencia de otros factores de riesgo determinantes del desarrollo de la
hipertrofia ventricular izquierda. Entre ellos se puede destacar:
-Obesidad: Un aumento de la masa corporal lleva consigo un aumento de tejido
adiposo y, por tanto, un mayor esfuerzo por parte del corazón para responder a las
mayores demandas metabólicas. Esta adaptación cardiaca a la obesidad, lleva al
desarrollo de hipertrofia (Messerli, 1982; ; Messerli y cols., 1983; Messerli, 1986).
Datos obtenidos del estudio Framingham (Levy y cols., 1988; Benjamín y Levy; 1999)
han demostrado un aumento de la prevalencia de la hipertrofia de 9 a 10 veces,
dependiendo del grado de obesidad.
-Sexo: Las mujeres tienen una menor masa ventricular izquierda para un mismo
valor de presión arterial en comparación con los hombres (Gardin y cols., 1987). Este
hecho indica que las hormonas sexuales pueden representar un papel importante en la
adaptación del corazón frente a una determinada carga hemodinámica. Los andrógenos
endógenos parecen ejercer un efecto tráfico en el músculo cardiaco, como se ha
demostrado en ciertos modelos animales (Koening y cols., 1982); y en cambio los
estrógenos pueden prevenir e incluso proteger frente al desarrollo de hipertrofia. Cabría
esperar por tanto que, los estrógenos pudieran tener un efecto vasodilatador de la
vasculatura periférica, imponiendo una menor sobrecarga hemodinámica al ventrículo
izquierdo (Messerli y cols., 1987).
-Raza: Es sabido que los individuos de raza negra presentan una mayor
prevalencia de hipertensión que los individuos de raza blanca (Frolich y TaraS, 1979),
al igual que son más propensos a sufrir más frecuentemente complicaciones asociadas,
como la muerte súbita, insuficiencia cardiaca congestiva, infarto y fallo renal
(McDonough y cols., 1964; Hypertension Program, 1977; Asher y cols., 1999; Potts y
Thomas, 1999;).
-Consumo de sal: Estudios experimentales han mostrado que un alto consumo de
sal en la dieta produce un aumento de la masa cardiaca, independientemente de la
presión arterial. Así mismo, la restricción de sodio produce una disminución de la masa
cardiaca aunque los niveles de presión arterial no sean revertidos. Tomando la excreción
de sodio urinario como índice del consumo de sal en la dieta, se ha visto una fuerte
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correlación entre el grado de relajación del ventrículo izquierdo y el nivel de sodio, y lo
que es más, de la masa ventricular izquierda (Sen y Young, 1986; Shimieder y cols.,
1988).
2.1.6. TRATAMIENTO DE LA HIPERTROFIA
La hipertrofia ventricular izquierda es un importante factor de riesgo
independiente para la morbilidad cardiovascular y la mortalidad, tanto en hombres como
en mujeres. Aunque en la población en general el antecedente común de hipertrofia
ventricular izquierda es la hipertensión (Alíen y cols., 1988; Koren y cols., 1991), otras
señales no hemodinámicas influyen en su desarrollo. Todas estas señales, vía diversos
mecanismos intracelulares, inducen una hipertrof¡a patológica que es muy diferente a la
hipertrofia inducida por el ejercicio, la cuál comúnmente se conoce como “hipertrofia
fisiológica”.
El conocimiento de los mecanismos moleculares de la hipertrofia cardiaca y de
las señales intracelulares pueden ayudar a establecer un tratamiento adecuado. Dicho
tratamiento debe ir encaminado a disminuir, o inducir una regresión de la hipertroña
ventricular izquierda, ya que su regresión está relacionada con una disminución de la
morbilidad cardiovascular. De hecho, pacientes tratados con una terapia antihipertensiva
en la cuál la hipertrofia persiste, tienen aumentada hasta más de cinco veces la
probabilidad de sufrir complicaciones cardiovasculares, con respecto a aquellos
pacientes sin hipertrof¡a (Koren y cols, 1991). Todos estos datos muestran la necesidad
de desarrollar terapias que inhiban directamente los efectos del crecimiento, debido
tanto a los estímulos hemodinámicos como los no hemodinámicos.
Actualmente no existe un tratamiento directo para la hipertrofia, su terapia pasa
por tratar fundamentalmente la hipertensión causante de su desarrollo y monitorizar
cuidadosamente la función del corazón. Hay numerosos agentes antihipertensivos que
inducen una reducción o reversión de la hipertrofia ventricular cardiaca. Es interesante
destacar que, agentes tales como la hidralazina o el minoxidil que producen reducción
de la presión arterial no son capaces de revertir la hipertrofia. Esto sugiere que no es
sólo suficiente la reducción de la presión arterial para revertir la hipertrofia, sino que
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hay que actuar sobre otras señales no hemodinámicas como son la angiotensina II y los
agentes a- y 3-adrenérgicos. Cuando se administra cz-metil-dopa ( un agente simpático)
junto con un diurético, algunos de los pacientes muestran una disminución significativa
de la masa cardiaca no relacionada con los niveles de presión arterial, es decir, sin una
reducción consecuente de los niveles de presión arterial. El tratamiento con inhibidores
del enzima de conversión de angiotensina, antagonistas del calcio, prazosin y clonidina
la reducción en la presión arterial va acompañada de una regresión de la hipertrofia
cardiaca. Por otro lado, después del tratamiento con 3-bloqueantes los resultados son
más heterogéneos en cuanto a la reversión de la hipertrofia se refiere (Vogt y Strauer,
1995). A nivel teórico, los fármacos 3-bloqueantes, son fármacos de elección en el
tratamiento de enfermedades cardiovasculares, no sólo controlan la presión arterial y
revierten la hipertrofia sino que además disminuyen la mortalidad y la morbilidad
después de un infarto de miocardio, lo que probablemente es el principal factor en el
desarrollo de insuficiencia cardiaca en pacientes hipertensos. Pero no sólo los
bloqueantes 3 no selectivos han demostrado estas propiedades, el carvedilol un
bloqueante no selectivo 3 también con efectos bloqueantes a1, es también un fármaco
de elección en el tratamiento de la insuficiencia cardiaca derivada de una hipertensión
sostenida, además muestra efectos antioxidantes y mejora el cuadro metabólico
(Cleland, 1999).
En la tabla 2, se muestra una relación de los fármacos más ampliamente
utilizados en la terapia antihipertensiva y que además, inducen una reversión efectiva de
la hipertrofia ventricular izquierda.
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Tabla 2. Agentes antihipertensivos eficaces revirtiendo la hipertrofia
ventricular izquierda
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Todos estos tratamientos van encaminados a mejorar la microcirculación y la
reserva coronaria, también afectada durante la hipertrofia, aunque no todos ellos son
igual de efectivos a este nivel. La administración de los antagonistas de calcio mejora la
resistencia vascular coronaria, produciendo una regresión de la hipertrofia miocárdica
(Leenen, 1998; Kuschnir, 1999). Inhibidores de ECA como el lisinopril, que mejoran la
reserva coronaria, mediante la regresión de la hipertrofia miocárdica y de la fibrosís.
Mas aún, una disminución de la densidad del volumen miocárdico y un aumento de la
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densidad de capilares con nifedipino o monoxidina, han sido también demostrados en
hipertensión experimental (Vogt y Strauer, 1995).
Respecto a la modulación farmacológica de la síntesis y degradación de la
matriz extracelular, los IECA son los fármacos que con más éxito actúan sobre ella. La
inhibición de la síntesis de colágeno tipo 1 por antagonistas del receptor de angiotensina
II, o del receptor de mineralocorticoides en los fibroblastos cardiacos, junto con una
disminución en los niveles de angiotensina II, es la llave para aumentar la degradación
de colágeno. Estos son los procesos bioquimicos más importantes a tener en cuenta en
la terapia farmacológica. La cardioprevención es una intervención farmacológica
profiláctica mediante tECA o antagonistas de aldosterona, para prevenir una excesiva
fibrosis y así controlar el remodelaje miocardico estructural que lleva de una hipertrofia
a una insuficiencia cardiaca severa. (Maisch, 1996; Devereux, 2000).
Fármacos que actúan a nivel del receptor AT1 de angiotensina también están
demostrando su gran utilidad en el tratamiento de la hipertensión arterial y de la
reversión de la hipertrofia, ya que al bloquear ese subtipo de receptor y no el AT2,
permite que la angiotensina pueda seguir ejerciendo su efecto favorable en la inhibición
del crecimiento celular mediado a través de ese subtipo AT2 (Devereux, 2000). Así,
estos fármacos bloqueantes del receptor AT1 evitan los efectos patológicos de la
angiotensina II y son efectivos disminuyendo la presión arterial, inhibiendo la actividad
simpática y previniendo la hipertrofta cardiovascular y la insuficiencia cardiaca (Holtz,
1998; Timmermans, 1999).
Varios de los fármacos anteriormente citados, también han demostrado tener
efectos como inhibidores de los factores de crecimiento implicados en la estimulación
de la arterioesclerosis, como los IECAs, los antagonistas de calcio y los bloqueantes 3.
Además, no todos los fármacos son iguales de efectivos en todos los pacientes y a veces
es necesario hacer una terapia combinada para que la regresión de la hipertrofia cardiaca
tenga lugar.
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Actualmente se investigan nuevas terapias para el tratamiento de la hipertensión
y la hipertrofia y riesgos cardiovasculares asociados a esta última. Se ha visto que la
endotelina- 1, producida tanto por los miocitos como por las células endoteliales,
interviene en el desarrollo de la hipertrofia miocárdica. Además su aumento contribuye
al daño tisular ocasionado durante el infarto. Esto hace plantearse como una buena
terapia a desarrollar, fármacos que actúen bloqueando los receptores de endotelina
miocárdicos (Moreau, 1998; Miyauchi y Goto, 1999). Por otro lado, los estimulantes de
los receptores de imidazolina son efectivos agentes antihipertensivos actuando a nivel
central, causando vasodilatación y reducción de las resistencias vasculares periféricas.
También producen una disminución de la hipertrofia generada a largo plazo. La
monoxidina y la rilmenidina, son los fármacos más estudiados a este nivel y parece ser
que mejoran los efectos secundarios vistos anteriormente con la clonidina,
particularmente los referidos a la sedación (van Zwieten y Peters, 1999).
2.1.7. MODELOS EXPERIMENTALES UTILIZADOS
PARA INDUCIR HIPERTROFIA CARDIACA
Para estudiar experimentalmente los distintos tipos de hipertrofia se han
utilizado varios modelos experimentales en animales de laboratorio (Hamrell y cols.,
1986). La hipertrofia inducida por la hipertensión arterial en el hombre, puede
estudiarse con distintos modelos que impongan al corazón del animal una sobrecarga de
presión. Esto se puede conseguir por obstrucción parcial de uno de los grandes vasos,
hipertensión sistémica o pulmonar. La sobrepresión puede provocarse de forma aguda o
gradual: por ejemplo, un clip no constrictor colocado en la aorta abdominal de un
animal joven, se convertirá en constrictor lentamente a medida que el animal vaya
creciendo. También, la infusión intravenosa de gel de sílice, monocrotalina o sefadex,
induce hipertrofia de forma gradual.
Las alteraciones que en el hombre desencadenan una hipertrofia por aumento del
volumen que el corazón debe bombear pueden ser: fallo en la válvula mitral,
comunicación entre la arteria aorta y la vena cava, bloqueo aurículo-ventricular, etc. En
los animales pueden provocarse por una fistula arteriovenosa o un defecto en el septum
aurículo-ventricular. El infarto de miocardio puede imitarse mediante la ligadura de un
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arteria coronaria. Así, se produce una pérdida de la función en la parte de la pared
ventricular afectada y el resto del tejido miocárdico no afectado desarrollará hipertrofia.
Otras formas de provocar el desarrollo de una hipertrofia cardiaca en un animal
de experimentación, para su posterior estudio, puede ser la administración crónica de
ciertas sustancias como la hormona tiroidea, la hormona del crecimiento, 3-agonistas o
adrenocorticoides. O bien, someter a los animales a estrés, aclimatarles al frío,
provocarles un infección vírica o endocarditis bacteriana. También someter a los
animales a un ejercicio físico continuado como correr o nadar, induce el crecimiento del
corazón. En corazones viejos, el músculo cardiaco está hipertrofiado, presentando
alteraciones en la funcionalidad mecánica similares a los encontrados en la hipertrofia
por sobrepresión (Hamrell y cols,, 1986).
Los modelos de hipertrofia iii vivo tienen el inconveniente del crecimiento del
animal durante el progreso de la hipertrofla, que puede estar afectado por cirugía,
tirotoxicosis, anemia, etc. Para evitar estos problemas, y poder evaluar el grado de
hipertrofia, el peso del corazón se debe relacionar con el peso corporal. Aquí aparece
otro problema, los animales permanecen estabulados, pesan más y podría dar un falso
índice de hipertrofia. Esto se resuelve fácilmente al comparar los cocientes pesos
cardiacos/pesos corporales de los animales en los que se ha inducido hipertrofia con
otros controles que se mantengan en las mismas condiciones. Otro modo posible de
evitar problemas propios de los métodos in vivo es mediante la estimulación de la
hipertrofia en cultivo tisular, además, así se podrían estudiar los efectos de determinados
agentes directamente a nivel celular (Bugaisky y Zak, 1986). Sin embargo, las células
mantenidas en cultivo no están en un medio fisiológico y por tanto los resultados hay
que tomarlos con precaución.
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Tabla 3. Diferentes modelos experimentales realizados en animales y utilizados en la
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(rata:Garwitz y iones, 1982)
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2.2.1. CONCEPTOS BÁSICOS DE ELECTRICIDAD
APLICADOS A LA BIOLOGIA CELULAR
Los conceptos básicos de electricidad son tres: carga, movimiento de esa carga y
las fuerzas que causan ese movimiento. La propiedad fundamental de la electricidad es
la existencia de una carga. En los tejidos, los portadores de carga son principalmente los
iones, bien positivos o negativos. La corriente es el movimiento neto de iones en una
dirección determinada. La corriente puede ser generada tanto por iones positivos como
negativos, por lo que la corriente positiva se define como cargas positivas moviéndose
en una determinada dirección o cargas negativas moviéndose en la dirección contraría.
La unidad de corriente es el Amperio.
Para definir la corriente que fluye a través de una membrana celular se necesita
un concepto adicional. La corriente, (cargas positivas), que se mueve hacia el interior
celular, se considera corriente de membrana negativa, (corrientes de entrada), en cambio
la corriente, (cargas positivas), que se mueve hacia el exterior celular se considera
corriente positiva de membrana (corrientes de salida).
El voltaje es la medida de la fuerza eléctrica que causa el movimiento de las
cargas o bien la fuerza desarrollada por la carga en movimiento. También se le llama
potencial, porque una carga en un determinado punto tiene una cantidad determinada de
energía potencial. Normalmente lo que se mide es el voltaje de un punto respecto a otro,
es decir, la diferencia de voltaje o diferencia de potencial.
Una de las relaciones más importantes en electricidad que relaciona voltaje (V) y
corriente (1), es la “Ley de Ohm” que viene definida como:
V=RI
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donde R es una resistencia constante al flujo de corriente. La resistencia es un
impedimento que surge para dificultar el movimiento de las cargas y está definida tanto
por el transportador de carga como por el material a través del cual fluye la corriente. La
conductancia (g) es el inverso de la resistencia y representa la facilidad al paso de
corriente. Las membranas biológicas presentan una alta resistencia con relación al
medio extracelular y al citoplasma. La conductancia de la membrana depende al menos
de dos componentes: a) la permeabilidad de la membrana al ion en cuestión y b) la
cantidad de ion presente. La permeabilidad es una propiedad de la membrana en si
misma y está presente aunque no existan iones. La corriente solo actúa si hay iones y,
además, su magnitud será proporcional a la concentracion.
Otra propiedad eléctrica importante en tejidos es la capacitancia. Su unidad es el
Faradio (F) y se define como la cantidad de carga almacenada para cada diferencia de
potencial. Para entender este concepto de almacén de carga en una membrana biológica,
podemos pensar en la membrana como una barrera de alta resistencia al paso de
corriente y sus dos caras están bañadas por soluciones electrolíticas de baja resistencia.
Las dos soluciones electrolíticas y la membrana forman un condensador en paralelo. La
habilidad de la membrana para almacenar cargas separadas esta determinada por su
espesor, su constante dieléctrica y su superficie.
2.2.2. MEMBRANA CELULAR
El componente de la membrana que mayor resistencia ofrece al paso de la
corriente es la capa molecular de fosfolipidos. La mayoría de estas moléculas tienen un
extremo neutro y otro cargado. Con las condiciones adecuadas, estas moléculas se
disponen en línea de manera que los extremos hidrófobos quedan juntos y hacia dentro
y los extremos cargados hacia fuera en contacto con ambas soluciones electrolíticas. La
zona hidrófoba de la bicapa tiene un espesor de sON Su constante dieléctrica varía entre
los valores de 4 a 5, lo que la hace ser un buen aislante. Esto unido al espesor le confiere
la propiedad de actuar como un buen capacitor y los iones no pasan fácilmente a través
de ella.
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Las proteínas de la bicapa crean un ambiente capaz de dejar pasar agua e iones a
su través y moverse de un lado a otro de la membrana. Por ello, la membrana tiene una
resistencia finita al movimiento de iones y agua.
La conductancia de la membrana se define como la habilidad de la membrana
para permitir el movimiento de iones en respuesta a un campo eléctrico. Como ya se
citó previamente, esta conductancia depende de dos factores fundamentalmente: la
permeabilidad de la membrana para el ion de interés y Ja concentración de iones capaces
de moverse a ambos lados de la membrana (Fozzard y Arnsdorf, 1986).
2.23. CANALES
Los canales son el componente de la membrana que permite o facilita el paso de
los iones a través de la barrera hidrófoba. Parece que los canales contienen agua en su
interior, así los iones podrían estar parcialmente hidratados. Los iones se mueven por el
canal en respuesta a un gradiente externo electroquímico, pero no necesariamente de
forma lineal (Fenwick y cols., 1982). La mayoría de los iones interaccionan con el canal
en uno o varios puntos durante su paso, pero no se forman enlaces covalentes. Puede ser
que más de un ion esté dentro del canal simultáneamente, pero el tiempo que un ion está





Canal proteico Subunidades sensoras
FiguraS. Esquema de un canal iónico de membrana. Modificado de Jalife y cols., 1999.
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La activación de una canal es un hecho estadístico, cuya probabilidad depende
de la presencia de un activador químico o un potencial transmembranal. Los canales
discriminan entre iones, de tal manera que podemos hablar de canales de sodio (Nat) o
de potasio (Kl). Pero la selectividad no es perfecta y alguna corriente podría ser
generada por otros iones que no sean el principal para ese canal.
Los canales de membrana están formados por proteínas o lipoproteinas. Se abren
o cierran en respuesta a un cambio en el campo eléctrico de la membrana. Es plausible
pensar que la apertura o cierre de un canal está causada por el movimiento de las
moléculas del propio canal. Este proceso tiene analogía imaginando al canal como un
poro en la membrana con una puerta que regula el paso de iones. Las primeras
sugerencias sobre el comportamiento de los canales las ofrecieron los modelos de
Hodgkin y Huxiey, (1952), para explicar la dependencia de voltaje de la apertura y
cierre del canal.
Por tanto, unos de las principales funciones del canal radica en su mecanismo de
apertura y cierre, también conocida como “gating”. De hecho los canales iónicos se
clasifican según sus mecanismos de apertura y cierre. Existen canales dependientes de
voltaje, cuando la apertura o el cierre del poro está influida por el voltaje de membrana.
Los canales de Na~, Ca2~, y varios tipos de corrientes de K~ envueltas en el potencial de
acción son voltaje dependiente. Otro grupo de canales es el formado por los canales
dependientes de ligando, es decir, se abren o cierran en presencia de un ligando químico
apropiado que puede estar presente bien en el medio extracelular como intracelular.
Algunos de estos ligandos son la acetil-colina y el ATP, que actúan sobre la corriente
rectificadora de entrada de Kl En la figura 6 se muestra el mecanismo esquematizado








Figura 6. Esquema de un canal dependiente de ligando y de un canal dependiente de
voltaje. Modificado de Jalife y cols., 1999.
El fenómeno de “gating” puede imaginarse como un cambio en la conformación
de la proteína, es decir, un cambio en la estructura interna de la molécula que forma el
canal en diferentes formas o estados que permiten o previenen la transiocación del ion.
Se podría simplificar el mecanismo de gating si imaginamos que los canales iónicos
pueden encontrarse en uno de los tres estados siguientes: cerrado, abierto o inactivo. Por
ejemplo, un canal puede estar cerrado en reposo y no dejar pasar iones a su través, en
presencia de un estímulo adecuado el canal se abre y permite el paso de iones. En el
estado inactivo, el poro está también cerrado y no permite el paso de iones. Los canales
iónicos se diferencian según el número de estados que presentan así como en las
diferentes transiciones que pueden darse entre dichos estados. Un canal puede tener uno
o varios estados inactivos o cerrados y producirse diversas formas de transiciones entre
ellos antes de llegar de nuevo a abrirse. Estos cambios son los que vienen definidos en
la teoría cinética del canal. Los primeros en estudiar este fenómeno fueron Hodkin y
Huxley, (1952), viendo las bases del potencial de acción del axón gigante del calamar.













Figura 7. Transiciones entre los posibles estados de un canal. Modificado de Jalife y
cols., 1999.
2.2.4. POTENCIAL DE REPOSO DE LA CELULA
CARDIACA
El potencial de reposo de la célula cardiaca está determinado por la
concentración de iones (Na~, Ca2t K~) a uno y otro lado de la membrana, así como por
su permeabilidad para cada ion. En condiciones normales las células musculares
cardiacas presentan un nivel de potencial de membrana entre —60 y —90 mV, según la
zona en que nos encontremos. Existen importantes diferencias en la concentración de
los distintos iones a ambos lados de la membrana. Este gradiente de concentraciones se
mantiene gracias a la actividad de distintas ATPasas, principalmente la ATPasa Na~/K~
y el intercambiador Na~-Ca2~, presentes en la membrana cardiaca. Los iones de Na~
tenderán a penetrar al interior celular mientras que los iones de K~ tenderán a salir
siguiendo su gradiente de concentraciones. A niveles negativos de potencial de
ABIERTO
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membrana (potencial de reposo normal de la célula cardiaca), los canales de Na~ están
cerrados y no permiten el paso de Na~ al interior celular. La ATPasa Na~/K~ está activa
de manera que saca Na fuera de la célula a favor de la entrada de K~ contra gradiente
en razón de 3:2 respectivamente. Además, existe un canal de K~ cuya activación genera
una corriente de salida de K~, 1K1 que a potenciales negativos permanece en estado
abierto y es capaz de sacar iones K~ al exterior celular. Como consecuencia, el interior
celular es un medio rico en y bajo en Na~, todo lo contrario que el exterior (Gadsby,
1990).
Para cada ion existe un nivel de potencial de membrana para el cuál el flujo
iónico generado en respuesta al gradiente eléctrico o de concentración es nulo. Se
denomina potencial de reversión. Valores de potencial por encima del potencial de
reversión hacen que la corriente comience a fluir en sentido contrario.
2.2.5. POTENCIAL DE ACCION CARDIACO
Cuando una célula cardiaca auricular, ventricular o del sistema de His-Purkinje
se despolariza por encima de un determinado valor de potencial llamado “potencial
umbral”, los canales de Na~, que permanecían cerrados a potencial de reposo negativo,
cambian su configuración hacia el estado abierto. Esto permite la entrada de iones Na~
al interior celular y, por lo tanto, la despolarización del potencial de membrana hacia
valores positivos (de +20 mV a ±35mV). El proceso de activación de los canales de
Nat genera una corriente de entrada de Na~ que da lugar a la/áse cero del potencial de
acción. La magnitud de la corriente de sodio determina la amplitud y la velocidad de
despolarización y, por tanto, la velocidad de conducción intracardiaca. La apertura de
los canales de Na~ es muy rápida tras lo cual el canal pasa al estado inactivo que al igual
que el estado de reposo no permite el paso de iones a su través. Sin embargo, una
pequeña proporción de canales de Na~ continua abriéndose durante cientos de
milisegundos (ms) después de haber sido activados, generando una corriente neta de
entrada de Nak, que contribuirá al mantenimiento posterior de la fase de meseta del
potencial de accion.
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A continuación, tiene lugar la repolarización celular en la que se distinguen tres
fases: La ¡¿tse 1, o fase de rápida repolarización, que se debe a dos procesos
independientes: a) la inactivación de los canales de Na~, y b) la activación de una
corriente transitoria de salida de K~ (ito); la frise 2 o fase de meseta es la más
característica de los potenciales de acción cardiacos que a diferencia de los potenciales
nerviosos dura unos 250 ms. Esta fase es resultado de un equilibrio muy fino entre: a)
dos corrientes de entrada, una de Na~ (‘Ña) y otra de Ca2~ (‘Ca) y b) dos corrientes de
salida de K (IKÚ e ‘Kv). Al final de la fase de meseta los canales de Ca2~ se cierran y la
magnitud de las corrientes de salida de K~ aumenta, lo que da lugar a la frise 3 del
potencial de acción. Durante esta fase se produce una rápida y completa repolarización
del potencial de membrana gracias a la activación de numerosas corrientes de salida de
K~ (iKr, K5, ‘Kur e IKI).
La frise 4 se inicia una vez que el potencial de reposo alcanza de nuevo su valor
normal y finaliza al comienzo del siguiente potencial de acción. En células no
automáticas esta fase es isoeléctrica y, por tanto, el potencial de membrana se mantiene
constante. Sin embargo, en células automáticas como las células de His-Purkinje, nodo
senoauricular y nodo aurículo-ventricular, presentan durante la fase 4 una lenta
despolarización que desplaza progresivamente el potencial de membrana hacia el valor
de potencial umbral, hasta disparar un nuevo potencial de acción. Esta fase de lenta
despolarización diastólica es consecuencia de una corriente neta de entrada de cargas
positivas al interior celular, aunque las corrientes iónicas implicadas no son del todo
conocidas y varían según el tejido.
El potencial de acción generado por el nodo senoauricular, se propaga por el
resto de las células excitables auriculares vecinas generando en ellas nuevos potenciales
de acción, que a su vez despolarizarán electrónicamente un nuevo potencial de acción
en las células vecinas, y así sucesivamente a través de todo el tejido cardiaco. El disparo
del potencial de acción genera la contracción celular poniendo en marcha una serie de
mecanismos intracelulares que comienzan con la entrada de calcio y desembocan en la














La corriente de Na~ es la que lleva a cabo la fase O del potencial de acción. Los
canales de Na~ se abren, tras una despolarización, permitiendo un flujo de Na~ a favor
de gradiente electroquímico hacia el interior celular. Esta despolarización causa una
mayor despolarización de la membrana a una velocidad muy rápida hasta alcanzar
valores positivos de potencial de membrana.
Corriente de potasio
Los canales de potasio proporcionan corrientes de salida que dan lugar a la
repolarización celular. Actúan en la fase 1 del potencial de acción, en la repolarización
temprana, en la fase 3, en repolarizaciones más tardías, y en la fase 4 manteniendo el
potencial de reposo. Se han descrito numerosos canales potasio selectivos en
preparaciones de miocitos maduros e inmaduros (Carmeliet, 1989). Entre estos
diferentes tipos destacamos los siguientes grupos:
Corriente de rectificación de entrada. Su papel principal parece estar relacionado
con el mantenimiento del potencia] de reposo (Pennefather y Cohen, 1990).
-Ito: Corriente transitoria de salida de potasio. Su amplitud depende del potencial de
membrana y es la responsable de la fase 1 del potencial de acción. La amplitud de esta
corriente también depende de la frecuencia de estimulacion.
-IK: Corriente de rectificación retardada de potasio. Es importante en la fase 3 de
repolarización del potencial de acción. Parece también estar implicada en la
despolarización de la membrana en las células automáticas
Actualmente se han descrito dos subtipos de canales de esta corriente con
diferente conductancia el ‘K, e tKs Se diferencian por sus propiedades biofisicas,
farmacológicas y reguladoras.
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1K(ATP): Corriente rectificadora de entrada sensible a los niveles citoplasmáticos de ATP.
Permanece cerrado ante niveles normales de ATP pero en presencia de concentraciones
menores de O.5mM de ATP (Lederer y Nichols, 1989), como es el caso de la isquemia,
estos canales se activan.
~1K(ACh) : Corriente similar a la ‘KL pero que se activa por la unión de la acetil-colina
(ACh) a su receptor muscarínico. Es un mecanismo importante en la modulación de las
propiedades eléctricas del corazón mediante estimulación vagal.
1K(Ca) Canal de potasio activado por calcio, ya que se abre en presencia de altas
2$
concentraciones de Ca citosolico que inician la contracción. Esta corriente ayuda a
terminar el potencial de acción (Coraboeuf y Carmeliet, 1990).
Corrientes de Calcio
Las células cardiacas presentan otra corriente de entrada que se activa por
despolarización de la membrana y que no es sensible a tetrodotoxina. Es la corriente
generada por el movimiento de los iones Ca2~ (Fatt y Katz, 1953; Winwgrad y Shane,
1962).
Esta corriente en las células cardiacas fluye a través de dos tipos de canales, el T
y el L, que comparten su alta selectividad por los iones Ca2~ pero tienen diferentes
propiedades eléctricas, biofisicas, cinéticas y farmacológicas (Bean, 1985; Mitra y
Morad, 1986; Hagiwaray cols.,1988).
De ambas corrientes se hablará más en profundidad en el capítulo siguiente de la




Los canales selectivos de Cf dan lugar a una corriente adicional de
repolarización durante la fase de meseta. Estos canales pueden ser activados por
proteína-kinasas, ATP, y aumento de Ca2~ intracelular (Walsh, 1991, Zygmunt y
Gibbons, 1991, Matsura y Ehara 1992, Ackerman y Claphan , 1993). Esta corriente ha
sido a veces nombrada como una segunda corriente transitoria de salida (Ito2).
Corriente hiperpolarizante I~
Parece ser una de las corrientes implicadas en generar la actividad marcapaso
(Difrancesco, 1990). El subíndice f proviene del ingles “funny”, divertido, por las
inusuales propiedades de esta corriente. No es una corriente específica ya que depende
de Na~ y K~.
2.2.7. ALTERACIONES ELECTROFISIOLÓGICAS EN LA
HIPERTROFIA CARDIACA
2.2.7.1. Duración del potencial de acción y corrientes de
membrana
El cambio más llamativo que se ha descrito en asociación con la hipertrofia
cardiaca es una prolongación del potencial de acción (Wickenden y cols., 1998), (figura
9). Este cambio está relacionado con el desarrollo de hipertrofia en sí mismo ya que se
observó en distintas especies animales y se analizó en diferentes modelos de hipertrofia
experimental, como en gato (Gelband y Bassett, 1973; Houser y cols., 1981) rata
(Kohya y cols., 1988; Thollon y cols., 1989; Brooksby y cols., 1993; Cerbai y cols.,
1994; Gómez y cols., 1997), cobayo (Nordin y cols., 1989; Ryder y cols., 1993; Davey
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y cols., 1992), conejo (Bril y cols, 1991) e incluso en el humano (Coltart y Meldrum,
1970).
Figura 9. Comparación de dos potenciales de acción ventriculares registrados en una
célula control y una célula hipertrófica de rata.
El aumento en la duración del potencial de acción se podría explicar bien por un
aumento en las corrientes de entrada o bien por una reducción en las corrientes de salida
o ambas cosas a la vez. Por tanto, desde finales de los años 80 hasta mediados de los 90
se publicaron numerosos estudios que comparaban las diferentes corrientes iónicas entre
corazones controles e hipertróficos.
Aunque existen resultados contradictorios, la mayoría de los autores coinciden
en no encontrar cambios significativos en la corriente de sodio en corazones
hipertróficos (Kaufmann y cols., 1971; Bassett y Geldband, 1973; Rossner y Sachs,
1978;; Gulch y cols., 1980; Hemwall y cols., 1984; Belichard y cols., 1989).
CONTROL HIPERTROFIA
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Por lo que respecta a la corriente 1GaL, ha sido ampliamente estudiada en
diferentes modelos en miocitos aislados de corazones hipertróficos (Richard y cols.,
1998). Parece que la amplitud de la corriente en miocitos hipertróficos es mayor que en
miocitos controles, pero este aumento está relacionado con el aumento de la superficie
celular, de tal manera, que al normalizar el pico de corriente por la capacitancia de
membrana la densidad de corriente permanece inalterada. Existen discrepancias en
cuanto a las variaciones en la corriente de calcio L en la hipertrotia, sin embargo, estas
diferencias no se explican únicamente por los diferentes modelos usados ni las especies,
sino también por la manipulación estadística de los datos, el grado de hipertrofia, las
condiciones experimentales y la selección de las células a estudiar (Hart, 1994).
Respecto a la 1K, en uno de los primeros estudios relacionados con este
campo,Kleiman y Houser, (1989), observaron una disminución de la corriente.
Posteriormente, Ryder y cols., (1993), no apreciaron cambios significativos en la 1K en
la hipertrofia y Brooskby y cols., (1993), también concluyeron que no es probable que
las pequeñas alteraciones que ellos observaron, en su modelo, pudieran influir en la
prolongación del potencial de acción.
Por otro lado la mayoría de los estudios apuntan a una reducción significativa de la
corriente ‘lo. Xu y Best, (1991), observaron una disminución de la corriente en miocitos
aislados de ratas con tumores secretores de la hormona del crecimiento. Cerbai y cols,
(1994), también describieron una reducción de la 1to en miocítos procedentes de ratas
espontáneamente hipertensas. Así mismo, Gómez y cols., (1997), también observaron
esta disminución en corazones hipertróficos procedentes de ratas con estenosis aórtica
abdominal. Beuckelmann y cols., (1993), encontraron esta corriente en células
ventriculares humanas y también observaron una disminución de la I«, en pacientes con
fallo cardiaco. Actualmente se acepta que la corriente principalmente implicada en el
aumento de la duración del potencial de acción, asociado a la hipertrofia, es la 1to
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2.2.7.2. Incidencia de arritmias
2.2.7.2.1. Arritmias cardiacas. Concepto y
clasificación
Las arritmias pueden surgir: a) por anormalidades en la formación del impulso
cardiaco (es decir, por fallo en el automatismo), b) por anormalidades en la conducción
del impulso o c) por una combinación de ambos. A partir de datos experimentales, se
pueden deducir una serie de criterios que ayuden a identificar el origen
electrofisiológico de la arritmia. Desafortunadamente, diferentes mecanismos celulares
pueden compartir algunas características que los hagan dificiles de distinguir.
Características como la terminación de la arritmia, así como su respuesta a diferentes
agentes farmacológicos o estimulación eléctrica, se han usado comúnmente para
distinguir los mecanismos celulares arritmogénicos.
A) Anormalidades en la formación del impulso
Las células del nodo senoauricular y aurículo-ventricular, así como el sistema
His-Purkinje, poseen la propiedad de la automaticidad. Descargas eléctricas en forma de
potenciales pueden originase espontáneamente en estas células, en ausencia de un
estimulo externo. La fase 4, o de lenta despolarización diastólica, va llevando al
potencial de membrana hacia el umbral necesario para disparar un nuevo potencial de
acción, y así sucesivamente.
La frecuencia de descarga de estas células está controlada por el sistema
nervioso autónomo y es sensible a varias sustancias endógenas y agentes
farmacológicos, así como a la estimulación eléctrica.
Muchas de las arritmias que más incidencia tienen en la población, se asocian a
un aumento de la actividad normal automática. Un ejemplo típico son las
taquicardias asociadas al ejercicio, la fiebre y la tirotoxicosis. Los ritmos acelerados
auriculares y ventriculares se muestran de acuerdo a este aumento de actividad
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automática, mientras que ritmos alterados en los ventrículos son probablemente
resultado de un aumento de la actividad normal del sistema His-Purkinje. La ausencia
de una supresión puede indicar que la arritmia es el resultado de otro mecanismo
diferente a un aumento de la automaticidad, como la generación de actividad ectópica
iniciada por despolarización de las células.
Las células ventriculares y auriculares no muestran actividad espontánea en
condiciones normales. De todos modos una actividad automática anormal puede
surgir como resultado de una despolarización de membrana a valores entorno los —60 y
—10 mV. En la mayoría de los casos, estas despolarizaciones surgen en las células
ventriculares en condiciones en las cuales la corriente de sodio está totalmente inactiva
y el potencial de acción depende exclusivamente de las corrientes de entrada llevadas a
cabo por los canales de calcio.
La actividad desencadenada o “triggered activity”, surge de las oscilaciones
del potencial de membrana, que ocurren durante o inmediatamente después de un
potencial de acción. Potenciales surgidos por esta actividad pueden ser fuente de nuevas
respuestas de disparo y generar una actividad sostenidapor si misma.
Hay dos formas distintas de estas frecuencias desencadenadas: Las
postdespolarizaciones tempranas, que ocurren en la fase 2 ó 3 del potencial de acción
(EADs, early afier despolarizations) y las postdespolarizaciones tardías que ocurren
durante la fase diastólica (DADs, delayed after despolarizations). Un ejemplo de ellas se
muestra en la figura 10.
- DADs: Surgen por una sobrecarga de Ca en el citosol, lo que inicia una corriente de
entrada a través de canales no específicos dependientes de calcio. La inducción de
estas DADs está asociada con causas que aumentan el calcio intracelular tales como
catecolaminas, hipertrofia, isquemia, disminución del potasio extracelular o
aumento del calcio extracelular.
Debido a que las DADs son sensibles a la estimulación simpática, su inducción
varía mucho de unos pacientes a otros. Una vez que la actividad desencadenada se
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inicia, hay normalmente una desaceleración progresiva que eventualmente puede
generar la terminación espontánea de la arritmia.
-EADs: Son potenciales oscilatorios que surgen durante la fase de meseta o la fase
inicial de repolarización. Ambos tipos de EADs pueden aparecer durante
condiciones experimentales similares, pero difieren morfológicamente y
farmacológicamente. Son el resultado de una disminución en la corriente de salida o
un aumento de la corriente de entrada o ambas cosas a la vez.
Las corrientes envueltas en el mecanismo de generación de las EADs se pueden
agrupar en dos tipos:
a) Corrientes envueltas en la prolongación del potencial de acción. Puede ser
debido a una reducción en las corrientes de salida o un aumento de las
corrientes de entrada llevadas a cabo por Na y Ca. Es importante recordar
que durante la meseta del potencial de acción la conductancia de membrana
es muy baja y por tanto un pequeño cambio en la corriente neta puede
derivar en un cambio significativo en el potencial de membrana y en
consecuencia en EADs.
b) Corrientes envueltas en la corriente neta de entrada. La corriente de entrada
que más probablemente está implicada en la generación de EADs es la
corriente ventana de Ca. Las corrientes ventana son corrientes estables que
surgen en un rango estrecho de potenciales donde la activación y la
inactivación se solapa y los canales pueden cambiar de estado
conformacional fácilmente desde inactivo a cerrado y abierto. Luego los
canales de calcio que se inactivaron durante el disparo del potencial de
acción, pueden reabrirse en la repolarización del potencial de acción en el
rango de potenciales de la corriente ventana.
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EAD
Figura 10. Ejemplo de una postdespolarización temprana (EAD) y una
postdespolarización tardía (DAD).
B) Anormalidades en la conducción del impulso.
Reentradas
En condiciones normales un impulso sinusal muere tras la activación secuencial
de las aurículas y de los ventrículos, ya que se queda rodeado por un tejido refractario
que se acaba de excitar. La reentrada implica que el impulso no muere tras la activación
completa del corazón, sino que persiste y es capaz de reexcitarlo dos o más veces.
Las condiciones necesarias para que ello suceda son: a) bloqueo unidireccional
del impulso en algún lugar, b) propagación lenta del mismo por una vía alterna, c)
excitación retardada del tejido distal al área de bloqueo, d) reexcitación por vía
retrógrada del tejido proximal al lugar de bloqueo.
DAD
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Así pues, para que exista reentrada es necesario que el tiempo que el impulso
tarda en recorrer la vía alterna exceda la duración del periodo refractario más largo del
circuito. Por tanto cualquier factor que acorte la duración del periodo refractario o
retarde la velocidad de conducción facilitará la reentrada.
2.2.7.2.2. Mecanismos celulares de las arritmias descritas en la
h¡pertrofla
Entre los mecanismos más comúnmente implicados en la generación de las
arritmias en la hipertrofia, destacan una conducción más lenta del impulso por pérdida
de células, fibrosis, y una aumento en la dispersión del periodo refractario (Pye y
Cobbe, 1992; Aronson y Ming, 1993). Cambios en las corrientes de membrana también
influyen y de hecho, son fundamentales en el inicio de las arritmias. El aumento de la
duración del potencial de acción en sí aumenta el riesgo de despolarizaciones tempranas
(January y Riddle, 1989). Así, cambios en la corriente ‘CaL (Keung, 1989; Ryder y cols.,
1991) y la aparición de la corriente ‘CaT podrían aumentar la magnitud de la corriente de
entrada al final de la fase de meseta e incrementar la probabilidad de estas
despolarizaciones tempranas (Sin y cols., 1989; Xu y Best, 1990).
Postdespolarizaciones, tanto tempranas como tardías, también se ven favorecidas
en modelos en los que la ‘Kl está disminuida. Las postdespolarizaciones tardías son más
probables en la hipertrofia ya que la prolongación del potencial de acción disminuye la
expulsión de calcio por el intercambiador Na~-Ca2~ en la sístole, y esto junto con la
menor capacidad de recaptación de Ca2~ por el retículo sarcoplásmico en la hipertrofia,
hace que la concentración de calcio en el interior celular permanezca alta durante mas
tiempo (Gwathney y Morgan, 1985; Gwathney y cols., 1987; de la Bastie y cols., 1990;
Bingycols., 1991).
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2.2.2.3. Contracción de los miocitos hipertróficos
Alguno de los cambios citados en las corrientes de membrana se traduce en
cambios en el acoplamiento excitación-contracción (Balke y Shorofsky, 1998; Tombe,
1998). Durante la hipertrofia parece existir una disminución en la amplitud de la
contracción, una mayor duración de la contracción y una reducción de la velocidad de
contracción y relajación (Bailey y Houser, 1992). La prolongación de la fase de
relajación en la hipertrofia parece estar relacionada con el aumento del transiente de
Ca2~ (Gwathney y Morgan, 1985; Gwathney y cols, 1987; Bentigvegna y cols., 1991), el
cuál es debido a la menor recaptación de Ca2~ por el retículo sarcoplásmico y la
disminución de la actividad del intercambiador Na~-Ca2~ (Hanf y cols., 1990).
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2.3. CANALES DE CALCIO EN EL CORAZÓN
Los canales de calcio dependientes de voltaje pueden agruparse en, al menos,
cinco tipos principales: T, L, N, P/Q y R (Hofmann y cols., 1994; Pérez-Reyes y
Schneider, 1995; DeWaard y cols., 1996). Dichos canales se distinguen entre sí por su
localización, su función, sus propiedades electrofisiológicas y biofisicas, su estructura y
su farmacología. Mientras que en el sistema nervioso se encuentran distribuidos la
mayoría de estos subtipos, en el corazón únicamente encontramos los canales de calcio
tipo T y L.
Una primera clasificación de los canales de calcio dependientes de voltaje podría
ser 1) Canales de bajo umbral (tipo T), que se activan e inactivan a potenciales de
membrana cercanos al potencial de reposo, y 2) Canales de alto umbral (tipo L,N,P/Q y
R) que requieren una despolarización significativa del potencial de membrana para su
activacion.
Los canales iónicos de membrana pueden explicarse como si fueran una clase de
receptores, de tal manera, que deben poseer: 1) Sitios de unión específicos para
fármacos agonistas y antagonistas, 2) Acoplamiento de la partícula efectora a estos
sitios de unión, provocando la permeabilidad del canal y poniendo en funcionamiento el
mecanismo de apertura y cierre del mismo, 3) Regulación homóloga y heteróloga y 4)
Alteración de su expresión y función en situaciones de enfermedad. Estas características
se cumplen ampliamente para el canal tipo L y también el canal tipo T se ajusta a ellas.
2.3.1 CANAL DE CALCIO TIPO L
El canal L se caracteriza por su cinética lenta, de ahí la L del ingles Long-
lasting current. y de su gran conductancia. Bajo similares condiciones iónicas, la
conductancia de este canal es alrededor de dos veces mayor que la conductancia para el
canal T (16.0 PS vs 8.5 pS). En comparación con 1Na, ‘CaL se activa a potenciales más
despolarizados y su activación, inactivación y reactivación son más lentas. La corriente
de calcio que entra por los canales de calcio tipo L juega un papel fundamental en el
mantenimiento de la fase de meseta del potencial de acción y por otro lado es la
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responsable del acoplamiento excitación-contracción. Es decir, acopla cl fenómeno
eléctrico de la despolarización celular a otra función de la célula cardiaca como es la
contracción, puesto que los iones Ca2~ que entran por estos canales son capaces de
inducir la liberación de calcio desde el retículo sarcoplásmico (Fabiato, 1983; Hess,
1990; Katz, 1996; Gómez y cols, 1997). También, en las células marcapasos, esta
corriente está relacionada con la lenta despolarización diastólica y la génesis del
potencia] de acción.
1CaL depende del tiempo y el voltaje. La gráfica que define la dependencia de la
corriente respecto al voltaje tiene forma de V (Trautwein, 1973; Isenberg y Klochner,
1982), empezándose a activar a potenciales de -30/-20 mV alcanzando un pico de
corriente alrededor de —10/O mV. Su potencial de reversión esta cercano a + 6OmV, la
constante de tiempo de activación ronda los 5-20 ms, y las constantes de tiempo de
inactivación y reactivación están entre 30-300 ms. La activación en estado estacionario
de esta corriente presenta una forma sigmoidal con un umbral de activación de —40 mV
a —20 mV y una pendiente de orden 6-7 (Isenberg y Klockner, 1982). La dependencia de
la disponibilidad de la corriente en función del potencial o inactivación en estado
estacionario, también presenta una forma sigmoidal con potencial de semiinactivación
entre —20 y —30 mV y una pendiente de orden —10 (Josephson y cols., 1984). Sin
embargo, esta inactivación no es completa para potenciales mayores de —20 mV, debido
en parte a la superposición de las curvas de activación e inactivación, también llamada
corriente ventana (Trautwein y cols., 1 975). De hecho, existen dos mecanismos de
inactivación de la IcaL: uno dependiente del potencial y otro dependiente del propio ion
Ca2~ (Kohlhard y cols., 1975; Josephson y cols., 1984; Mcdonald y cols., 1986).
Estos canales dejan pasar otros iones divalentes como el Ba2~ y el Sr2~ y son
bloqueados por Mn2~, Co2~, Cd2~, Ni2~ y La2~. Es característica de este canal, el
aumento en la conductancia a más del doble así como, su enlentencimiento en la
cinética de la corriente a] sustituir el Ca2~ por el Ba2~ como ion transportador de
corriente. La 1CUL, se bloquea por fármacos antagonistas del calcio como las
dihidropiridinas y además, son sensibles a los agonistas j3, que producen un aumento de
la corriente.
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2.3.2. CANAL DE CALCIO TIPO T
2.3.2.1. Estructura
La estructura general de los canales de calcio corresponde a asociaciones
heteroméricas de, por lo menos tres subunidades: a1, a28, 3 y para músculo esquelético
también y. a1 es la subunidad predominante, ella expresa los sitios de unión a fármacos
y genera por sí misma el canal de calcio funcional. La topología de membrana de esta
subunidad parece constar de cuatro dominios análogos, cada uno de ellos formado por 6
segmentos transmembranales (51-56), y una región entre 55 y 56 la cuál, junto con los
segmentos SS y 56 podría estar formando el poro del canal (figura 11). Además parece
ser que el segmento 55 contiene un alto contenido de residuos cargados positivamente,
y podría estar implicado en el componente sensor de carga del canal (Triggle, 1997).
La subunidad ~3 parece que actúa fundamentalmente modificando las
propiedades funcionales de la subunidad a1, aumentando su expresión, modificando su
cinética de activación e inactivación, cambiando su dependencia del voltaje y alterando
su sensibilidad a fármacos (DeWaard y cols., 1994; Gurnett y Campbell, 1996).
Los canales de calcio de bajo umbral están peor caracterizados (como es el canal
T) debido a que no existían bloqueantes específicos del canal. Aún así la estructura
general debe corresponder a la anteriormente descrita con ligeras variaciones.
Por otra parte, la caracterización molecular del canal T ha sido establecida muy
recientemente por Pérez-Reyes y cols., (1998a). La secuencia está bastante bien
conservada entre especies, en especial los residuos cargados están particularmente bien
conservados. En la figura 11 se observa la estructura esquematizada para el canal de
calcio. La secuencia el canal se puede encontrar en él ultimo articulo publicado por














2.3.2.2. Propiedades cinéticas y características generales
La corriente de calcio tipo T se caracteriza por su bajo umbral de activación
(-70 mV), su rápida inactivación y su requerimiento de un potencial de fijación de
membrana negativo para su registro. Al contrario que la corriente de calcio tipo L, su
cinética no se modifica cuando se sustituye el calcio por el bario como ion transportador
de carga y es mucho menos sensible a las dihidropiridinas como el nitrendipino.
Mediante estudios electrofisiológicos de canal único en células auriculares y de Purkinje
de perro se ha podido observar que la conductancia unitaria de este canal esta alrededor
de 7.5 PS usando 110 mM de Ba2~ comparada con los 20.6 pS del canal de calcio tipo L
(Bean, 1985; Hagiwara y cols., 1988; Vassort y Alvarez, 1994).
La corriente de calcio tipo T muestra una cinética de activación e inactivación
muy rápida que además es fuertemente dependientes de voltaje (Xu y Best, 1992). El
pico máximo de corriente se muestra en torno a los —30 o —20 mV según los tejidos, en
contraste con la corriente L que lo muestra alrededor de O mV, y su umbral de
activación esta alrededor de —50 mV. Su potencial de reversión, debido a su especial
relación corriente voltaje puede ser estimado entre 10 mV y 60 mV, sin mostrar
corriente de salida a despolarizaciones más positivas (I-Iagiwara y cols., 1988; Hirano y
cols., 1989; Kawano y DeHaan, 1989; ; Tseng y Boyden, 1989; ; Alvarez y Vassort,
1992; Balke y cols., 1992 Furukawa y cols., 1992). Por otro lado, otra propiedad
característica de este canal está relacionada con las propiedades de apertura y cierre del
canal, de manera que la corriente se activa e inactiva mas rápidamente a mediada que
aumentamos el valor de despolarización (Fow y cols., 1987; Droogmans y Nilius, 1989;
Chen y Hess, 1990; Balke y cols., 1992).
En la mayoría de las células cardiacas, el pico de 1CaT es aproximadamente una
quinta parte del pico de corriente para ‘CaL y por ello contribuye en muy baja medida al
total dc corriente de calcio y al flujo de entrada de calcio durante el potencial de accion.
La densidad de la corriente T varía de unas especies a otras e incluso de unas zonas a
otras el corazón. En células auriculares caninas en presencia de SmM de Ca2~, el pico de
corriente de 1CaT es de 24 ±7 pA (Bean, 1985), es decir aproximadamente 0.34 pA/pF
de densidad (Hagiwara y cols., 1988; Alvarez y Vassort, 1992). Este valor puede ser aun
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menor en células ventriculares, mientras que en células automáticas puede estar por
enzima de 2 pA/pE (Hagiwara y cols., 1988; Bois y Lenfant, 1991; Kawano y DeHaan,
1991). Más aún, en corazones de embrión de poíío, se han descrito densidad de
corriente de 4.2 pA/pF en comparación con 2.1 pA/pE para 1GaL (Kawano y DeHaan,
1989). Una mayor de densidad de iCaF que de ‘CaL ha sido también observada en algunas
células auriculares de rana (Alvarez y Vassort, 1992).
Mediante el estudio combinado de corrientes macroscópicas y unitarias, bajo
condiciones similares a las condiciones fisiológicas, se ha estimado que la densidad de
canales T en células ventriculares de cobayo es de 0.1-0.3 mm2, es decir alrededor de
1700 canales T por célula (Droogmans y Nilius, 1989; Balke y cols., 1992).
El curso temporal de la inactivación de la corriente T se desarrolla de una forma
monoexponencial con una estricta dependencia de voltaje. La cinética de inactivación se
caracteriza por ser independiente del paso de iones de Ca2~ a través del canal; las
diferentes amplitudes de corriente T tras los cambios en los potenciales de fijación en la
cinética de inactivación, tienen idénticos cursos de tiempo de corriente y son
independientes del ion transportador de carga. El Ba2~ puede sustituir al Ca2~ sin alterar
la cinética de inactivación. Esto junto el hecho de que varias concentraciones de calcio
cambian el pico de amplitud pero no el tiempo de corriente, indica que la ‘CaT presenta
una inactivación no sensible al calcio (Bean, 1985; Hirano y cols., 1989; Tseng y
Boyden, 1989; Alvarez y Vassort, 1992; l3alke y cols., 1992).
Los estudios cinéticos que comparan la dependencia de voltaje de ambas
corrientes de calcio T y L, ajustan los datos a una función de distribución de
Boltzmann. Siguiendo este ajuste, la corriente T muestra una pendiente similar a la
corriente L y su curva de inactivación está desplazada hacia la izquierda alrededor de 40
mV respecto a la corriente L con un V
50 de -—60 mV (Tseng y Boyden, 1 989; Tygat y
cols., 1990; Alvarez y Vassort, 1992; Balke y cols., 1992; Cohen y cols., 1992). La
inactivación en estado estacionario es función del potencial de membrana y está
marcadamente influenciada por la concentración de calcio extracelular (Hirano y cols.,
1989) y por la temperatura, aunque la ‘CaT parece ser mucho menos sensible a los
cambios de temperatura que la ‘(‘al, (Nobile y cols., 1990). La corriente ventana que se
pone de manifiesto por el solapamiento de las curvas de activación e inactivación es
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diferente para el canal T que para el canal L (Hagiwara y cols., 1989; Wu y Lipsius,
1990; Xu y Best, 1990; Bois y Lenfant, 1991; Fermini y Nathan, 1991).
Reuniendo los datos obtenidos por diferentes autores en el estudio cinético de la
corriente T, respecto diferentes puntos de vista, se ha propuesto un modelo simple de 4
estados para explicar la cinética de apertura y cierre del canal:
R <~C <—-~ O
Donde R, representa el estado de reposo, C el estado cerrado, O el estado abierto
e 1 el estado inactivo del canal. El paso directo entre 1 y C o R podria explicar porque el
fenomeno de facilitación no ha sido observado en el estudio de la corriente T (Vassort y
Alvarez, 1994).
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Tabla 4. Comparación entre las propiedades ionicas de los canales T y L.
2.3.2.3. Efecto de los iones divalentes sobre la ‘CnT
Muchos iones divalentes son capaces de disminuir e incluso bloquear ambas
corrientes de calcio. Algunos muestran un efecto mayor sobre un canal que sobre el
otro, siendo utilizada esta propiedad para diferenciar la corriente L de la corriente T,
(siempre teniendo en cuenta que no son perfectamente selectivos por ninguno de los
dos canales). Así el níquel, parece ser mucho más efectivo que el cadmio, inhibiendo la
‘OiT (Nilius y cols., 1985; Mitra y Morad, 1986; Bonvallet, 1987; Hagiwara y cols.,
1 988) y viceversa, el cadmio bloquea más eficientemente el canal L que el Ni2~
(Alvarez y Vassort, 1992). De manera similar, el Magnesio, (Bonvallet, 1987; Lipsius,
1990), reduce más la corriente T, pero el gadolinio, inhibe ‘OiT aproximadamente diez
veces menos que tCaI, (Tygatt y cols., 1 991). Estas propiedades parecen ser comunes
para tGav en todas las celulas cardiacas investigadas hasta el momento.
La sustitución del Ca2~ por el Ba2~ aumenta muy significativamente la corriente
L y ademas retrasa marcadamente su inactivación. En cambio, como se ha comentado
anteriormente, esta sustitución de iones no afecta a la corriente T.
Propiedades 1 L
Conductancia (pS) 7-10 11-25
Activación Baja (>-70) Alta (>-30)
Inactivación Rápida Lenta
Inactivación por Ca No Si




Otros estudios dedicados a ver el efecto de los cambios en la concentración de
protones, han descrito que un aumento en la concentración externa de protones produce
una disminución de ambas corrientes ICaT e 1CaL, mientras que la alcalinízación los
aumenta. De todas formas, alteraciones en el pH interno no tienen efecto sobre ‘Cal
(Tygat y cols., 1 990b). Los cambios en 1CaT son atribuidos a: a) cambios en la
conductancia unitaria y la probabilidad del canalde encontrarse en su estado abierto; y
b) la tritiación de las cargas negativas de la superficie, que afecta tanto a la activación
como a la inactivación del canal.
2.3.3. IMPORTANCIA FISIOLOGICA DE LA CORRIENTE
DE CALCIO TIPO T
Con el paso del tiempo el canal T cardiaco ha ido adquiriendo mayor
importancia y un mayor número de artículos se han ido publicando estudiando sus
propiedades y función, pero a pesar de todo debido a su pequeña amplitud y su
solapamiento con otras corrientes, sus implicaciones fisiológicas aún no están muy bien
definidas.
2.3.3.1. Acoplamiento excitación-contracción
En el tejido cardiaco, también se ha sugerido la participación del canal T en la
liberación de calcio desde los depósitos intracelulares, como parte del acoplamiento
excitación-contraccion (Morad y Cleeman, 1987). De todos modos, la cantidad de calcio
entrante via los canales de calcio T parece ser insuficiente para inducir la liberación de
Ca2~ desde el retículo sarcoplásmico, y esta función es mayormente atribuida a la
activación de la corriente L (Sipido y cols,, 1998).
El papel de la corriente T en el acoplamiento estímulo-secreción, parece estar
mucho más clara. La secreción de aldosterona por la médula adrenal es poco sensible a
pequeños cambios en la concentración de K plasmatico, probablemente debido al flujo
de entrada de calcio mantenido a traves de los canales de calcio tipo T, cuya
inactivación no es completa a las pequeñas despolarizaciones del potencial de
membrana, por la presencia de esa corriente ventana ya mencionada (Cohen y cols.,
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1988; Fox y cols., 1987). Los canales T también parecen estar implicados en la
secrecion de lactotrofinas por la glandula pituitaria (DeRiemer y Sackmann, 1986). De
manera similar. Ertel y cols, (1997), han sugerido que los canales T podrian estar
implicados en la secrección de catecolaminas desde las células de médula adrenal, y que
este proceso está aumentado en ratas espontaneamente hipertensas, en donde se ha
descrito una mayor densidad de canales T.
2.3.3.2. Actividad rítmica
Los canales de calcio tipo T se han caracterizado por su rápida activación e
inactivación y su bajo umbral. La relación con el voltaje en estado estacionario para la
activación e inactivación está desplazado hacia potenciales más negativos con respecto
a la corriente L. Esta última propiedad hace que esta corriente pueda participar en la
actividad marcapasos del corazón. Tanto una disminución de la corriente repolarizadora
de salida como un aumento de las corrientes despolarizadoras de entrada, controlan la
fase de lenta despolarización diastólica, la cuál ocurre entre los —80 y —40 mV. En este
rango de potencial. ‘<>T es una buena candidata para proporcionar parte de las cargas de
entrada.
En el tejido cardiaco, el papel de JCaT ha sido ya demostrado en celulas nodaJes
de conejo y en celulas de purkinje (Bean, 1985; Hagiwara y cols., 1988; Doerr y cols.,
1989), aunque hay autores como Hirano y cols.,(1989), que consideran que el rango de
activación de 1CUT podría ser demasiado positivo para tener un papel determinante en la
actividad marcapasos. De todas maneras cabe destacar que, las celulas marcapasos o
células que muestran automatismo, suelen presentar una mayor densidad de 1CaF (Pelzer
y cols., 1992). Tratamientos con Ni2~, que reduce más ‘OiT que 1CaL han demostrado que
producen una inhibición de la fase de lenta despolarización diastólica y por tanto un
enlentecimiento de la actividad marcapasos en células automáticas (Escande y cols.,
1987; Hagiwara y cols., 1988; Wu y Lipsius, 1990), lo que corrobora el papel de 1CaT en




2±Figura 12. Efecto del Ni sobre la fase de lenta despolarización diastólica del potencial
de acción en una célula del nodo senoauricular de conejo. Modificado de Hagiwara y
cols., (1988).
En condiciones normales, en celulas ventriculares y auriculares, ‘cal’ tiene una
función menos clara en la actividad eléctrica cardiaca. La corriente de Na, de mayor
amplitud, que se activa a potenciales similares junto con la corriente 1CaL con una
inactivación más lenta, son las que aparentemente actuan en el mantenimiento del
potencial de acción. Aún asi, estudios realizados con Ni2~ y nifedipino han revelado que
existe corriente T durante la fase temprana del potencial de acción (Arreola y cols.,
1991).
En condiciones como la la isquemia, en que las celulas están parcialmente
despolarizadas, la corriente de 1Ñ. está marcadamente inactivada, más que 1CaT cuya
curva de inactivación está 10 mV menos hiperpolarizada. En este caso, 1CaT podría
facilitar la actividad a potenciales relativamente menos negativos.
Control
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Por otro lado, debido a la dependencia de voltaje de esta corriente T, podria
hacerla participe en varios tipos de arritmias como las postdespolarizaciones tardías
(DADs) y las postdespolarizaciones tempranas (EADs). Esto está relacionado con la
corriente ventana que se obtiene en el solapamiento de la activación e inactivacion en
estado estacionario de la corriente T, que fluye a potenciales de unos 35 mV más
negativos que para la corriente L, y por tanto proporciona una corriente sostenida que
facilitaría la aparición de este tipo de arritmias (Vassort y Alvarez, 1994; Ertel y cols,
1997; Triggle 1997).
2.3.3.3. Crecimiento y desarrollo
Los canales de calcio tipo T parecen estar intimamente relacionados con los
procesos de crecimiento celular tanto en condiciones fisiológicas como patofisilógicas.
La corriente T es abundante en el corazón fetal (Baily y Houser, 1992) y en un estudio
sobre los cambios postnatales en las corrientes de calcio se ha visto que la densidad de
corriente L no varia de las tres a las catorce semanas, mientras que la corriente T
muestra un pico de densidad a las 5 semanas tras el nacimiento, momento en el que se
está produciendo la máxima velocidad de crecimiento del cuerpo entero y del corazón
(Beam y Knudson, 1988; Shimara y Eournmaud, 1991), y luego tiende a disminuir
llegando incluso a desparecer (Xu y Best, 1992). Esto indica que la expresión de los
canales T está controlado por mecanismos endógenos más que por inervación motora.
Esta expresión transitoria de los canales T en las células en desarrollo, o al
menos su reducción en células adultas, apoya la relación del canal T con el desarrollo y
el crecimiento. Como se ha comentado anteriormente, 1CaT se expresa de manera
transitoria entre los 5 y 15 días, período de tiempo en el cuál las células están
proliferando y tienen pérdidas transitorias de contractilidad. La corriente de calcio L
permanece constante durante este período de tiempo. La disminución en la corriente T
se atribuye mayoritariamente a cambios en la densidad de canales sin alteraciones en la
conductancia de] canal o su mecanismo de apertura y cierre (Xu y Best, 1992).
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Apoyando estos hallazgos también se encuentra el hecho de que ‘car aumenta
bajo la influencia de factores que estimulan el crecimiento de los miocitos. En ratas
adultas con tumores secretores de hormona de crecimiento, se ha visto un aumento de
hasta tres veces en la densidad de corriente T respecto a los animales controles, sin
cambios en sus propiedades cinéticas (Xu y Best, 1990). La densidad de corriente T
también se ha visto aumentada significativamente en miocitos ventriculares
procedentes de hámster con cardiomiopatía, mientras que no se encontró diferencia en
la función de los canales L (Sen y Smith, 1994). La endotelina-1 aumenta la entrada de
calcio a través de los canales T en miocitos ventriculares de rata neonatal (Furukawa y
cols., 1992).
Para terminar, se ha publicado que la corriente de calcio tipo T está también
asociada a procesos de hipertrofia por sobrepresión ya que células ventriculares de gato
adulto que en condiciones normales no expresan canal T, cuando proceden de corazones
hipertróficos si presentan están corriente (Nuss y Houser, 1993). Esto implica una
mayor entrada de calcio que podría inducir una sobrecarga que diera lugar a arritmias y
necrosis celular, procesos asociados a la patología hipertrófica.
2.3.4. MODULACIÓN FARMACOLOGICA
Aunque la farmacología del canal de calcio tipo L está muy bien investigada, en
su mayor parte debido a la importancia terapéutica de los antagonistas de este canal, no
existe una literatura clara de la farmacología del canal de calcio tipo T.
2.3.4.1 Antagonistas del calcio
Los fármacos clásicos antagonistas del calcio pertenecen a tres clases químicas
fundamentalmente (Vanhoutte, 1987): 1) Dihidropiridinas (nifedipina, amlodipina, etc),
2) Fenilalquilaminas (Verapamil) y 3) Benzotiazepinas (Diltiazem). La eficacia de los
fármacos varía de un grupo a otro, al igual que los efectos secundarios observados para
cada uno. Las dihidropiridinas, potentes vasodilatadores, tienden a producir taquicardia
refleja, dolor de cabeza y edema en las extremidades inferiores. Los compuestos no
dihidropiridínicos, tienden a producir inotropía negativa y no pueden usarse en
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pacientes que tengan comprometida la función miocárdica (Chew y cols., 1981; Packer
y cols., 1987). Todos estos problemas han motivado la búsqueda de nuevos antagonistas
de calcio con un modo de acción diferente y sin estos efectos secundarios.
Un antagonista de calcio óptimo debería cumplir las siguientes propiedades: a)
producir vasodilatación sin producir una taquicardia refleja, b) disminuir levemente el
ritmo cardiaco, c) no desarrollar inotropía negativa, d) provocar el mínimo de efectos
secundarios y e) presentar una farmacocinética adecuada. Todo esto dio lugar a una
serie de test llevados a cabo por F. Hoffmann-La Roche, que finalizaron con el
descubrimiento en 1986 del Mibefradilo (Clozel y cols., 1997).
23.4.1.1. Dihidropiridinas
A pesar de que inicialmente distintos artículos describieron una ausencia de
sensibilidad a los efectos agonistas y antagonistas de las, dihidropiridinas, tanto en
tejido cardiaco como en otros tejidos, varios artículos más recientes han demostrado que
sí que existe una inhibición de ‘car usando concentraciones similares o un poco mayores
que las utilizadas para inhibir 1CaL (Yaari y cols., 1987; Akaike y cols., 1989; Loirand y
cols., 1989; Tseng y Boyden, 1989; Kuga y cols., 1990; ; Alvarez y Vassort, 1992;
Cohen y cols., 1992; Rubio y cols., 1993). Hasta la fecha, solo un estudio ha descrito un
aumento de ‘CaF con Bay K, una dihidropiridina agonista de calcio, pero en menor
medida que el aumento ejercido sobre la corriente ‘CaL (Alvarez y Vassort, 1992). Se ha
establecido que la interacción fármaco-receptor es aproximadamente de 1:1, la misma
observada para el amiloride, compuesto que se ha visto que reduce la corriente 1CaT
(Tygat y cols., 1990). El valor de la 1C
50 está en el rango de micromolar para las
dihidropiridinas pero varía marcadamente de unos compuestos a otros.
2.3.4.1.2. Mibefradilo
El mibefradilo es un fármaco que se presentó como un antagonista selectivo de
los canales de calcio tipo T, con una mayor selectividad vascular que cardiaca. El
bloqueo efectivo de los canales de calcio tipo T hace que nos sea más fácil reconocer el
papel de este tipo de canales en el sistema cardiovascular. Así el mibefradilo produce
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vasodilatación con acciones inhibitorias adicionales sobre la pared de los vasos
sanguíneos, y el grosor del ventrículo izquierdo. Las características de un bloqueo
selectivo de los canales de calcio tipo T incluyen una selectividad vascular, la ausencia
de un efecto inotrópico negativo y la reducción de la proliferación subendotelial. El
mibefradilo produce además, un aumento del flujo coronario sin aumentar el consumo
de oxígeno miocárdico y mejorando la perfusión subendocárdica.
Respecto a su estructura química, el mibefradilo es un nuevo bloqueante de los
canales de calcio que no pertenece a ninguno de los grupos anteriormente mencionados
(Osterrier y Holck, 1989). Se diferencia tanto en su estructura química y sus
propiedades farmacológicas, como por su mecanismo de acción.
Es un derivado del tetrazol. Su estructura es 1 S,25-2j 2-[(3-benzimidazol-2i1-
propil)-metilamino]-etil k6-fluoroisopropil-1,2,3 ,4,-trehidronafialen-2-il-ester-hidro
clorato (1:2), el cuál funciona como un enantiómero solo (Clozel y cols., 1996). Su peso
molecular es de 568.56, es estable químicamente e insensible a la luz. Su pKa para el
grupo benzoimidazol es de 4.8 y para la amina terciaria de 5.5. Se trata de un polvo
blanco con sabor amargo, inodoro y soluble en agua (iNolí y Lúscher, 1998).
.2HCI
H
Figura 13. Estructura química del mibefradilo.
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Principales propiedades farmacológicas
En contraste con el verapamil, el mibefradilo es bastante selectivo para la
vasculatura y mucho mas potente relajando el músculo liso vascular que el músculo
cardiaco o esquelético (Taira, 1987; Osterrier y Holck, 1989). La afinidad del
mibefradilo para el músculo liso vascular también varia según la naturaleza del
músculo, así sus efectos son más pronunciados en las arterias coronarias que en el íleon
(Bian y Hermsmeyer, 1993). Esta selectividad por las arterias coronarias podría explicar
la baja incidencia de efectos secundarios, relacionados con la relajación del músculo
liso periférico, observados tras un tratamiento con mibefradilo (Lacourciere y cols.,
1997).
El mibefradilo aumenta el flujo coronario en una amplia variedad de modelos
como cobayo (Osterrier y Holck, 1989), perros (Clozel y cols., 1989; Grito y cols.,
1993) y ratas (Hefti y cols., 1990). Utilizando la técnica de Langerdorff, se ha descrito
que el mibefradilo causa un aumento del flujo coronario de más del 84%, de manera
concentración dependiente (Clozel y cols., 1990). Un efecto dilatador potente también
se ha observado en perros conscientes, aumentando el flujo coronario hasta un 103%
(Karila-Cohen y cols., 1996). Además el mibefradilo, tiene un efecto protector de las
arterías coronarias epicárdicas por una vasoconstricción inducida mediante la
ergonovina, test utilizado para predecir la enfermedad coronaria espástica en el humano
(Waters y cols., 1961). Este efecto dilatador sobre las coronarias del mibefradilo es
parcialmente independiente del endotelio (30%), hecho importante si tenemos en cuenta
que la mayoría de los pacientes tratados con antagonistas de calcio también presentan
una disfunción endotelial.
Aún así, al igual que los clásicos antagonistas de calcio, el mibefradilo también
interfiere con las respuestas dependientes de endotelio y disminuye las contracciones
provocadas por varios estímulos (Boulanger y cols., 1994a). Mibefradilo, también
produce una rclajación dependiente de endotelio mediante un aumento de la liberación
de factores relajantes derivados de endotelio (Boulanger y cols., 1 994b).
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Aunque el mibefradilo actúa de manera semejante a las dihidropiridinas en
cuanto a su efecto vasodilitador, no produce el reflejo baroceptor de estas últimas, y
corno consecuencia no induce taquicardia. En la rata consciente, el mibefradilo
moderadamente disminuye el ritmo cardiaco de manera comparable al verapamil o al
diltiazem (Veniant y cols., 1991).
En humanos, el mibefradilo también disminuye el ritmo cardiaco de manera
dosis dependiente, produciéndose una caída de unas 6-10 pulsaciones/mm, con la dosis
de 100 mg en pacientes hipertensos. Existe una correlación bastante buena entre este
efecto y la dosis administrada (Schmitt y cols., 1992; Bermink y cols., 1996).
A pesar de su potente efecto vasodilatador, el mibefradilo no produce un efecto
inotrópico negativo, excepto a concentraciones muy altas, (10 veces mayores que las
utilizadas para su efecto máximo dilatador coronario). Esta observación ha sido
realizada en varios modelos animales como ratas, cobayos perros y conejos (Osterrier y
Holck, 1989; Clozel y cols., 1990; Ezzaher y cols., 1991). En ningún caso hay señal de
disminución en la contracción, excepto esa pequeña disminución del ritmo cardiaco
antes descrita.
Estos resultados han sido confirmados en humanos. El mibefradilo actúa como
un potente vasodilatador y disminuye el ritmo cardiaco pero sin disminuir la
contractilidad. Esto ha sido observado tanto en voluntarios normales (Schmitt y cols.,
1989), como en pacientes hipertensos (Schmitt y cols., 1992) o en pacientes con angina
de pecho (Portegies y cols., 1991; Rosseau y cols., 1996). Dosis de 200 mg (dos veces
mayor que la dosis terapéutica recomendada) no está asociada con efectos inotrópicos
negativos ni con una disminución en el volumen de eyección ventricular izquierdo.
El tratamiento de la hipertensión con antagonistas del calcio, en particular con
dihidropiridinas, estimula los sistemas simpático y renina-angiotensina (Bellet y cols.,
1987; Lindqvist y cols., 1994). El aumento de los niveles plasmáticos de catecolaminas,
renina y aldosterona se opone a su acción antihipertensiva. Con el mibefradilo, dicha
estimulación neurohormonal no existe o es mínima (Btihler, 1997). Incluso en modelos
in vitro, el mibefradilo parece inhibir la secreción de hormonas como la aldosterona
(Barrett y cols., 1997; Rossier y cols., 1997).
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Esta ausencia de estimulación neurohormonal también ha sido observada en
humanos, en donde no sean han visto cambios significativos en los niveles de
catecolaminas y aldosterona circulantes (Muntinga y cols., 1996). Esto contrasta con los
tratamientos de larga duración con dihidropiridinas, donde existe una elevación de los
niveles plasmáticos de dichas hormonas (Lindqvist y cols., 1994).
Mecanismo de acción
De forma opuesta a como se comportan los clásicos antagonistas de calcio, el
bloqueo del mibefradilo es preferentemente sobre los canales de calcio tipo T, aunque
en los últimos años también se ha descrito un bloqueo sobre los canales de calcio tipo L
(Lacinova y cok., 1995; Abernethy, 1997; Sarsero y cols., 1998; Karam y cols, 1999;
Mocanu y cols., 1999; Parent de Curzon y cols., 2000). Aun así, parece ser unas 10-30
veces más selectivo por el canal T que por el L (Mishra y Hermsmemeyer., 1994), tanto
en vasos como en el corazón (Bernadeu y Ertel., 1997; Mangoni y cols., 1997). En
neuronas de hipocampo de rata también se ha visto que es selectivo sobre el canal T,
pero como es un fármaco que no atraviesa la barrera hematoencefálica no se consideran
sus acciones neurológicas.
A nivel cardiaco el canal T se encuentra, en condiciones normales, en las células
nodales con función marcapasos y no está presente en células ventriculares. Debido a
que las células nodales son las encargadas de mantener el ritmo cardiaco y los miocitos
ventriculares se encargan más de mantener la contractilidad del corazón, el bloqueo de
los canales de calcio tipo T lleva a una dilatación de las arterias coronarias y
disminución del ritmo cardiaco sin cardiodepresión asociada (Clozel y cols., 1997).
Por otro lado el bloqueo del canal T del sistema endocrino por mibefradilo,
explica la reducida estimulación neurohormonal observada con este fármaco (Ertel y
cols., 1997). El bloqueo de la inducción de Ja entrada de calcio mediante estimulación
hormonal vía canales dependientes de receptor, también sea ha propuesta como
mecanismo de acción alternativo (Cheglakov y cols., 1997).
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Otro efecto del mibefradilo, en células de músculo vascular, parece ser mediado
a través de la PKC, lo que parece estar relacionado con una liberación de Ca2~
sostenida, especialmente asociada a la inhibición el crecimiento y de la remodelación
vascular (Mishra y Hermsmeyer, 1 994b; Hermsmeyer y Miyagawa, 1996; Hermsmeyer
1998).
Como no ha sido hasta muy recientemente, que el canal T ha sido donado, poco
o nada se sabe sobre el sitio de unión del mibefradilo al canal de calcio tipo T. En
cambio, actualmente se conoce que el mibefradilo se une al canal de calcio tipo L por
un sitio de unión diferente a aquellos descritos para fenialquilaminas, dihidropiridinas o
benzotiazepinas (Mishra y Hermsmeyer, 1994a; Rutledge y Triggle, 1995; Clozel y
cols., 1997; Nolí y Ltischer, 1998).
La dependencia de voltaje y de frecuencia del bloqueo por mibefradilo, tanto
para el canal T como para el L, ha sido estudiada en células auriculares de cobayo
(Liang-min y Osterrier, 1991; Bernardeu y Ertel., 1997) y miocitos cultivados
neonatales (Misra y Hermsmeyer, 1 994). Estos estudios sugieren que el mibefradilo se
une preferentemente a un estado abierto del canal. En miocitos de cobayo, se ha visto
que el bloqueo del canal L es fuertemente dependiente de voltaje, siendo más potente
cuando las células se mantienen a un potencial de —50 mV que de — 80 mV (Liang-mín
y Ostierrier, 1991).
Al ser un fármaco que parece ser más potente a potenciales menos
electronegativos, tiene un efecto limitado en células miocárdicas (potencial de reposo
alrededor de —80 mV) comparado con las células vasculares (potencial de reposo
alrededor de —50 mV), y así explicar el cuadro farmacológico favorable que presenta el
mibefradilo, como un potente vasodilatador sin presentar un efecto inotrópico negativo




Las propiedades antihipertensivas del mibefradilo, derivadas de su potente
efecto vasodilatador, han sido demostradas en modelos de ratas hipertensas, ratas
espontáneamente hipertensas, ratas con hipertensión renal y ratas Doca, con una dieta
rica en sal (Hefii y cols., 1990; Ménard y cols., 1997). En todos ellos, el mibefradilo
resulta más potente que cualquier otro antagonista de calcio. Ensayos en humanos
también han sido realizados demostrando igualmente su mayor efecto frente a fármacos
como el diltiazem, nifedipino o amlodipino (Massie, 1997). Además, presenta un menor
cuadro de efectos secundarios (Waeber, 1998).
B) Angina de pecho y procesos ¡squémicos
En varios modelos experimentales, ya se ha descrito el potente efecto
antiisquémico del mibefradilo, caracterizado por una mejora de la circulación coronaria
y de la función contráctil en la región isquémica sin alterar el tuncionamiento
ventricular (Clozel y cols., 1989;Guth, 1992; Bilman, 1992; Roux y cols., 1996). El
mibefradilo inhibe la entrada de calcio en los miocitos isquémicos sin alterar la
conducción y la contracción cardiaca. Esto se podría explicar, por el bloqueo ejercido
por el mibefradilo en la entrada de calcio en células despolarizadas. Como consecuencia
de que el tejido isquémico está despolarizado, el mibefradilo puede ejercer una acción
selectiva para esta región con mínimos efectos cardiodepresivos (Janse y Kleber, 1981).
En estudios clínicos en pacientes con angina de pecho, el mibefradilo tiene un
efecto probado antianginal y antiisquémico (Portegies y cols., 1991; Bakx y cols.,
1995). La mejora en la función contráctil en estos pacientes, es el resultado de una
disminución de Ja presión arterial y el ritmo cardiaco, que a su vez son los principales
determinantes de la demanda miocárdica de oxígeno y la mejora de la circulación
coronaria. La acción del mibefradilo en estos casos depende de la dosis utilizada, y no
produce tolerancia (Massie, 1997), por lo que parece ser mejor tratamiento que el
realizado con amlodipino o diltiazem (Kobrin y cols., 1998).
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C) Infarto de miocardio e insuflc¡enc¡a cardiaca
El uso de los antagonistas del calcio en infarto de miocardio está muy limitado
debido al efecto inotrópico negativo que producen, lo cuál es un importante
inconveniente, particularmente, si la función miocárdica está previamente deprimida. El
mibefradilo no muestra este efecto sobre el inotropismo, incluso en modelos animales
con la función cardiaca comprometida, parece que la supervivencia la prolonga de una
forma semejante a los JECA. Cabe destacar también , que el mibefradilo produce una
disminución marcada de la masa ventricular y de la densidad de colágeno (fibrosis),
aunque un poco menos marcada que tras el tratamiento con JECAs (Mulder y cols.,
1998; Mulder y cols., 1997). Se ha propuesto, que es precisamente ese bloqueo selectivo
sobre los canales de calcio tipo T, lo que contribuye a su diferente cuadro farmacológico
con respecto a otros antagonistas de cacio (Elkayam, 1998; Mulder y cols., 1998;). Es
posible que el efecto beneficioso del mibefradilo, sea parcialmente independiente de la
vía hemodinámica y actúe directamente al nivel de corazón, a través de la prevención de
la hipertrofia cardiaca por bloqueo de los canales (Xu y Best, 1990; Nuss y Houser,
1993) y mediar la respuesta frente a señales hipertróficas (Furukawa y cols., 1992;
Wang y cols., 1993)), y/o la prevención de arritmias (Mulder y cols., 1998).
D) Efecto antiproliferativo
La hipertensión está asociada al remodelaje cardiaco caracterizado por
hipertrofia, disminución de la reserva coronaria y fibrosis. El mibefradilo alivia estos
sintomas en varios modelos de hipertensión, bajando la presión arterial (Karam y cols.,
1996; Vacher y cols., 1996; Veniant y cols., 1995) y previniendo el crecimiento
anómalo de los tejidos dañados asociado al desarrollo de arterioesclerosis.
En ratas hipertensas tratadas con mibefradilo, la reversión de la hipertrofia y la
fibrosis parece estar relacionado con una acción directa sobre el crecimiento del miocito
y del fibroblasto (Karam y cols., 1996). Además, el mibefradilo previene la infiltración
de monocitos en el subendotelio de la aorta (Gray y cols., 1993) y reduce la formación
de neoíntima después de una lesión vascular (Schmitt y cols., 1995). Los JECAs
también disminuyen la formación de neoíntima, pero mediante un mecanismo de acción
diferente (Schmitt y cols.. 1996). La inhibición del ECA parece inhibir la migración de
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celular de músculo liso vascular de la media a la neoíntima, mientras que el mibefradilo
inhibe la proliferación celular (Fingerle y cols., 1995). Los antagonistas de calcio
clásicos tampoco previenen la formación de la neoíntima a dosis que genera una caída
similar en los niveles de presión arterial (Nyborg y Mulvany, 1985; Schmitt y cols.,
1995). Por todo ello, los efectos antiproliferativos del mibefradilo parecen ser debidos
fundamentalmente a su bloqueo especifico sobre los canales de calcio tipo T (Ertel y
cols., 1997).
E) Efectos adversos
Después de su lanzamiento como agente antihipertensivo y antianginoso en
1997, se dieron a conocer serias interacciones farmacocinéticas y farmacodinámicas con
otros fármacos, que normalmente se administran a pacientes con enfermedades
cardiovasculares. A pesar de que se hicieron las modificaciones apropiadas en la
prescripción y el prospecto del mibefradilo, las interacciones continuaron ocurriendo, de
manera que el fármaco fue retirado del mercado definitivamente en 1998, después de un
estudio realizado en pacientes con insuficiencia cardiaca congestiva donde se describía
un aumento de la mortalidad en los pacientes tratados con mibefradilo (Mullins y cols.,
1998). Este aumento en la mortalidad, era debido a la interacción con otros fármacos.
Si echamos la vista atrás, se podría concluir, que varias de estas interacciones se podrían
haber predicho basándose en datos previos a su puesta en el mercado, pero debido a los
numerosos aspectos beneficiosos que presentaba no se le dio más importancia a los
riesgos. Todo este asunto hizo pensar que antes de poner en el mercado un fármaco, es
necesario un exhaustivo conocimiento de las interacciones farmacológicas durante la
fase 111 del ensayo clínico y que un fármaco con alto potencial de interacción representa
un riesgo aunque se incluya una advertencia adecuada en la información del producto
(Krayenbuhl y cols., 1999).
Actualmente se han visto interacciones del mibefradilo con fármacos como el
verapamil (Cleophas y cols., 1999), P-bloqueantes (Rogers y Propic, 1998), digoxina y
amiodarona (Levine y cols., 2000), diltiazem y estatinas (Schmassmann D y cols., 1998;
Wombolt y cols., 1999), especialmente en pacientes de edad avanzada. Los síntomas
mayoritariamente descritos son somnolencia, dolor de cabeza, sedación, edema,
bradicardia y bloqueo aurículo-ventricular. In vitro, los estudios indican que el
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mibefradilo inhibe a los citocromos P450, 1A2, 2D6 y 3A4 aumentando los niveles
plasmáticos de los fármacos metabolizados por alguno de estos isoenzimas (Ernst y
Kelly, 1998).
Aun así, múltiples estudios continúan haciéndose entorno al mibefradilo y sus
propiedades a diferentes niveles ya que sigue siendo un fármaco muy válido como
bloqueante de los canales de calcio tipo T.
2.3.4.2. Antiarrítmicos y otros compuestos
La mayoría de los agentes antiarrítmicos producen una inhibición de ‘car•
Muchos otros compuestos también inhiben el canal T, entre ellos están alcoholes como
el octanol y mentol (Swandulla y cols., 1987; Llinás y Yarom, 1986), neurolépticos
como la clorpromacina (Yaari y cols., 1987), el diurético amiloride (Cohen y cois.,
1992), e] ácido retinoico (Bosma y Sidel], 1988), un derivado de la vitamina A, Ja
tetrimetrina (Tsunoo y cols., 1988), un insecticida, el U92032 (Xu y cols.,1993), y la
concavalina A, una lecitina (Ivens y Deitmer, 1986).
Los glucósidos carditónicos como la ouabaina aumentan ‘CaT, al igual que ‘CaL,
en el ventrículo de cobayo (LeGrand y cols., 1990) y en la aurícula de rana (Alvarez y
Vassort, 1992). Alteraciones en el residuo glicólico a nivel de los residuos cargados
producen efectos opuestos en ‘CnT respecto a ‘CaL• Por ejemplo, el residuo cargado
positivamente del dodeciltrimetilamonium aumenta ICaT y disminuye ‘Cal> Lo contrario,
se observa cuando se sustituye por el residuo cargado negativamente el dodecilsulfato
(Post y cols., 1991).
En Ja mayoría de los casos, los efectos de los fármacos sobre ‘CnT ocurren sin
modificar la dependencia de voltaje. Pero otras veces, como en el caso de las
dihidropiridinas, se produce un cambio hacia la izquierda de la dependencia de voltaje,
aunque siempre, este efecto es mucho menor sobre ‘CnT que sobre Ical. (Cohen y cols.,
1988; Hagiwara y cols., 1988; McCarthy y Cohen,1989; Kuga y cols., 1990).
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Por otro lado, estos fármacos tienen acciones más potentes sobre otro tipo de
receptores y canales, y son esencialmente no selectivos para el canal T, De todos
modos, todos ellos son también activos sobre los canales L, lo que sugiere algunas
similitudes fundamentales en cuanto a los sitios de unión del fármaco entre los canales
T y L.
2.3.4.3. Neurotransmisores
Varios neurotransmisores perecen regular ‘CaT~ La falta de efecto del agonista 9-
adrenérgico isoproterenol ha sido utilizado como criterio para distinguir ambas
corrientes de calcio, aunque esta observación no es consistente (Bean, 1985; Mitra y
Morad, 1986; Hagiwara y cols., 1988; Tygat y cols., 1988; Alvarez y Vassort, 1992) ya
que hay autores que han descrito un aumento de ‘Cal por efecto del isoproterenol (Mitra
y Morad, 1986). Aun así, el aumento mediado por isoproterenol sobre ‘CaE es
independiente de la elevación en el contenido de AMPc, que es el mecanismo de acción
descrito para el canal L (Alvarez y Vassort, 1992).
Más asociado parece estar el aumento del recambio del fosfotidilinositol y la
consecuente activación de la PKC, para explicar el mecanismo de acción por el cuál los
neurotransmisores modulan ‘OiT (Furukawa y cols., 1992). Entre ellos, están los
agonistas cú1 (Marchetti y cols., 1986), el ATP (Alvarez y Vassort, 1992), la
angiotensina II y la endotelina-l (Twombly y cols., 1988; Furukawa y cols., 1992;
McCarthy y cols.. 1993). Un acoplamiento funcional del canal T a las proteínas G
también parece ocurrir en la modulación del canal (Scott y cols., 1990).
El neuropéptido Y, induce una inhibición del canal T mediado a través de
proteínas G, ya que el tratamiento previo con toxina pertussis bloquea el efecto del NPY
sobre la corriente (Ewald y cols., 1988; Walker y cols.,1988). De igual modo, el
tratamiento con pertussis también previene la inhibición de ‘CaT inducida por
acetilcolina y noradrenalina (Kasai, 1992). La endotelina también ejerce su efecto a
través de proteínas G mientras que el mecanismo por el cual se produce el efecto del
ATP, aumentando ‘Cat permanece sin conocerse.
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En la mayoría de los casos, la modulación de ‘Car por neurotransmisores en el
tejido cardiaco parece ocurrir sin alteraciones en las propiedades cinéticas de la




3.1. MODELO EXPERIMENTAL DE HIPERTROFIA
CARDIACA
La hipertrofia ventricular izquierda fue inducida por estenosis de la aorta
abdominal según la técnica inicialmente descrita por Cutilleta y cols, (1975), y utilizada
con éxito en nuestro laboratorio (Gómez y cols., 1997). Ratas macho jóvenes de la raza
Sprague-Dawley, con pesos comprendidos entre los 1 SO-175g, se anestesiaron vía
intraperitoneal, con pentobarbital sódico (SOmg/Kg). Una vez dormidas, el abdomen se
desinfectó con alcohol etílico de 960 y se abrió primero la piel y después el músculo
siguiendo la línea alba. El intestino se retiró, para permitir el acceso a la aorta
abdominal y se colocó entre algodones empapados en suero fisiológico para evitar su
desecación. La aorta abdominal se limpió de tejido conectivo y una vez aislada, se
colocó en ella un clip de plata de 0.3 mm de apertura, justo antes de la bifurcación de las
arterias renales. Mediante este clip, se produce una sobrepresión que va aumentando
progresivamente a medida que el animal va creciendo. Posteriormente el intestino se
colocó en su sitio y, se cerró el abdomen y la piel con sutura continua. Durante los
cuatro días posteriores a la operación se administró anioxicilina (3Omg/Kg) en el agua
de bebida, evitando así posibles infecciones.
Cada animal se pareó con otro de la misma edad y peso, el cuál sufrió la misma
operación, a excepción de que no se le colocó ningún clip. Este grupo es el que se
utilizó como control, ya que trabajos anteriores han demostrado que no existe ninguna
diferencia entre animales que han sufrido una operación simulada, y los no han sufrido
dicha operación (Aronson y Nordin, 1984).
Los animales fueron alimentados cid libitum hasta 9 semanas después de la
operación, momento en el cuál se les sacrificó para la realización de los experimentos.
En ese momento, los animales no presentaban ningún síntoma de insuficiencia cardiaca
(congestión pulmonar, edemas, ascitis, etc). Para evaluar la hipertrofia utilizamos el
cociente resultante de dividir el peso en mg del corazón entre el peso total del animal en
g. Sólo fueron seleccionados para los experimentos los corazones hipertróficos en los
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que este cociente fue igual o superior al 25%, comparado con el cociente de animales
controles (Scamps y cols., 1990).
3.2. MÉTODO DE OBTENCIÓN DE MIOCITOS
CARDIACOS AISLADOS: TECNICA DE
DISOCIACIÓN
La disociación de las células cardiacas se hizo siguiendo el método descrito
anteriormente por Cerbai y cols, (1994), con pequeñas modificaciones. Una vez que los
animales cumplieron 9 semanas tras la intervención, se les administró 4 IU/g de
heparmna por vía intraperitoneal. Diez minutos después se les anestesió con pentobarbital
sódico (50 mg/Kg), de acuerdo con las regulaciones europeas. Una vez que los animales
fueron anestesiados se procedió a la extracción del corazón el cuál se pesó y se colocó
en un aparato de Langerdoff, para su perfusión retrógrada a través de la aorta (la
perfusión se realizó utilizando una bomba peristáltica, Gilson miniplus 3, que mantenía
el flujo constante a 8m1/min.). Todas las soluciones que pasaron estaban oxigenadas y a
una temperatura de 35-36 0C.
El corazón se perfundió primeramente durante 10 minutos con una solución sin
calcio tamponada con HEPES, para limpiarlo y detener su latido. Posteriormente, se
perfundió durante 15 minutos con la misma solución a la que se añadió colagenasa
Worthington tipo 11(60 IU/ml) y lmg/ml de albúmina bovina (BSA. Sigma), ajustando
el flujo de la bomba a SmI/mm.
Tras este tiempo, en el cuál el corazón comenzó a reblandecerse, se extrajo el
corazón del Langerdorff y se separaron el ventrículo izquierdo junto con el septum. Se
cortaron en pequeños trocitos y se comenzaron a agitar suavemente en la misma
solución tamponada con HEPES a la que se añadió calcio 0.1 mM, permitiendo la
disgregación de las células. A los diez minutos, se recogió la primera fracción celular, el
tejido se resuspendió nuevamente en la solución anterior durante otros 10 mm. con el
fin de recoger una segunda fracción celular, y así sucesivamente hasta 4-5 fracciones.
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Las células se dejaron sedimentar en un baño a 35-360C, se decantaron y se
resuspendieron en una solución preparada para su mantenimiento, ya listas para la
realización de los experimentos.
Los experimentos se realizaron a temperatura ambiente (24-260C) en células
tolerantes al calcio, las cuales eran viables durante 9-10 horas después de la disociacion.
Con este método más de un 70% de las células obtenidas tanto de corazones controles
como hipertróficos eran aptas para su estudio electrofisiológico.
3.3. TÉCNICAS ELECTROFISIOLÓGICAS
Las técnicas electrofisiologícas tienen como objeto el estudio de las fenómenos
eléctricos ligados al funcionamiento de ciertos tejidos, considerados bien en su conjunto
o bien como células aisladas. Si se introduce o se pone en contacto un microelectrodo de
cristal relleno de una solución electrolítica con una célula, se podrá medir el potencial y
las corrientes iónicas, si está unido a un voltímetro o un amperímetro respectivamente.
De acuerdo con la ley de Ohm, se puede medir la corriente que fluye a través de
la membrana si controlamos el voltaje (Voltage-clamp) o medir el voltaje si
controlamos la corriente (Current-clamp). El método de fijación de corriente, permite
medir las variaciones en el voltaje a consecuencia de la aplicación de una corriente
externa, es decir, se pueden obtener potenciales de acción. Con el método de fijación de
voltaje se pueden estudiar las corrientes iónicas que fluyen al potencial que se determine
durante el experimento.
Durante las décadas de los años 60-70, la corriente de calcio que pasaba a través
de los canales voltaje dependientes se determinaba mediante técnicas macroscópicas en
preparaciones multicelulares, gracias a la introducción de un microelectrodo de cristal
relleno de solución conductora, en una pequeña porción de tejido bañado por una
solución fisiológica y oxigenada (Beeler y McGuigan, 1978). Se utilizaba la técnica de
fijación de voltaje (clamp de voltaje), pero surgían inconvenientes que no permitían
aislar una corriente como ‘Ca de otras corrientes iónicas involucradas en la génesis del
potencial de acción cardiaco, ya que era muy difícil modificar el medio externo.
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Además, tanto por el reducido espacio de difusión, como por la heterogeneidad eléctrica
espacial debida a la complejidad morfométrica, y la propagación de la corriente a las
células vecinas, se hacía muy difícil el control adecuado de voltaje.
3.3.1. PATCH-CLAMP
Todos los inconvenientes antes expuestos fueron minimizados gracias a dos
importantes avances técnicos surgidos en la década de los 80: la posibilidad de aislar
miocitos cardiacos y la utilización de la técnica de “parche de membrana” (patch-
clamp), y que permite registrar la corriente que fluye a través de todos los canales de la
célula (corriente macroscópica) o la que fluye a través de un único canal (corriente
microscópica).
En 1976, Neher y Sakman publicaron la primera corriente grabada de una
membrana biológica. En 1981, describieron el método de “sello gigante” (giga seal)
mejorado (Hamilís y cols., 1981) y ya en 1982 cerca de 25 laboratorios publicaron
artículos utilizando esta técnica. En solo unos años, la mayoría de los mejores
laboratorios que trabajaban en biofisica de membranas cambiaron de las técnicas
macroscópicas a las microscópicas. El método de “parche de membrana” (patch-clamp),
se llamó así porque con él se estudian las corrientes que pasan a través de una porción
(parche) de membrana y su descubridores Neher y Sackman fueron merecedores del
premio Nobel de Medicina en 1991.
3.3.1.1. Configuraciones de patch-clamp
El registro de las distintas corrientes iónicas se realiza mediante una pipeta de
succión (con un diámetro interno de punta aproximado de 2.Skm), rellena de una
solución conductora similar al líquido intracelular en unos casos o al líquido
extracelular en otros, dependiendo de la configuración de patch-clamp utilizada. Tanto
en esta solución interna como en las soluciones externas que bañan la célula, se pueden
añadir bloqueantes o moduladores farmacológicos de determinadas corrientes, según
interese para el registro que se desee hacer.
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La ejecución de la técnica se realiza en varios escalones que dan lugar a cuatro
posibles configuraciones con diferentes tipos de registros (figura 14).
On-ceil patch
El primer paso consiste en acercar la punta de la pipeta a la célula (siempre con
presión positiva en el interior para evitar que la punta de la pipeta se ensucie al entrar en
contacto con el liquido que baña a las células), hasta que rocemos suavemente la
superficie membranal. A continuación, y tras aplicar un cierto grado de presión
negativa, mediante una suave aspiración, se consigue la formación de un sello de alta
resistencia (10-100 gigaohms> en el punto de contacto entre la membrana y los bordes
de la pipeta. En este momento nos encontramos en la configuración de ccli atiached en
la cuál podemos estudiar las corrientes que pasen a través de ese pequeño parche de
membrana delimitado por la pipeta. Así es posible estudiar el parche en su sitio (on ceil
patch). Se registra corrientes de calcio unitarias del canal que está en el parche. La
mayor desventaja de esta configuración radica en, que no permite conocer el potencial
de membrana celular ni modificar la composición del medio intracelular.
Whole-celI
Todos los experimentos que se muestran en la presente Tesis Doctoral han sido
realizados utilizando la configuración de célula entera (whole-cc/Z). Para ello, una vez
que llegamos a la configuración de celí attached, se ejerce un succión desde el interior
de las pipeta consiguiendo la rotura del sello, quedando el interior de la pipeta en
contacto con el interior celular. Asi, se estudia la corriente que pasa a través de toda la
membrana celular, por lo que el número de canales que intervienen es el total, la
corriente es mayor y tenemos menos peligro de interferencias con el ruido eléctrico. La
corriente registrada es proporcional a: la corriente unitaria, el número de canales y la
probabilidad de apertura de estos canales.
El medio extracelular y el intracelular pueden ser controlados, de forma que
podamos estudiar una corriente aislada añadiendo adecuados bloqueantes para el resto
de las corrientes, o simplemente sustituyendo los iones que no interesen por otros que
no atraviesen la membrana celular. El medio intracelular, puede ser controlado en parte,
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puesto que el volumen de la solución interna de la pipeta es mucho mayor que el
volumen intracelular y se pueden dializar los componentes (al menos los inorgánicos).
El inconveniente es que por este equilibrio entre el medio intracelular y el que nosotros
controlamos, se pueden perder componentes intracelulares, (como segundos
mensajeros). Por otro lado, esta técnica permite conocer el potencial de membrana
celular y al dializar el citoplasma con diversas sustancias, se puede conocer como éstas
modifican las características de las distintas corrientes estudiadas.
Inside out
A partir de la configuración de cell-attached, se puede escindir un parche de
membrana en cl que la superficie citosólica queda en contacto con el líquido de
perfusión, y Ja superficie externa de la membrana queda en contacto con la solución de
la pipeta (parche interior-fuera o ins¡de-out). En este caso, la solución de la pipeta
también será similar al medio extracelular y la solución de perfusión será similar a la
composición del medio intracelular.
Outside-out
Partiendo de la configuración de célula entera, se puede obtener un parche en el
que la superficie citosólica de la membrana quede en contacto con la solución de la
pipeta y la superficie externa de la misma con el liquido de perfusión (parche exterior
fuera o outside-out). Se consigue tirando despacio de la pipeta.
Estas dos últimas configuraciones permiten registrar la corriente que fluye a
través de un solo canal, que está separado de la célula, y controlar el medio a ambos
lados de la membrana. Es la forma idónea de estudiar fármacos o mediadores endógenos
que modifican una corriente dada, bien por actuar sobre la superficie citosólica o la
externa. La desventaja radica en que se analiza la corriente en ausencia de todos los






















Las corrientes de membrana fueron registradas utilizando la configuración de
célula entera. El equipo de fijación del voltaje (Voltage-clamp), constaba de un
amplificador modelo Axopatch íD con un preamplificador “Headstage CV-4 1/100”
(Axon Instruments, Foster City, CA USA) controlado por un ordenador (IBM PC-AT)
equipado con una tarjeta de conversión analógico digital Labmaster TL 1 (125kHz). Las
corrientes de membrana se registraron con la ayuda de un programa de ordenador
comercial, pClamp versión 6.0.4 (Axon Instruments).
Las pipetas de patch-clamp fueron fabricadas a partir de capilares de hematocrito
de 1 .5 de diámetro externo y cristal blando, con un estirapipetas programable modelo P-
97 (Sutter lnstruments Co.). Cuando las pipetas se rellenaron de solución interna
presentaban una resistencia de punta entre 0.9 a 2 MQ. La resistencia en serie final
antes de la compensación era de 2 a 8 MQ (el 60-80% de las resistencias en serie eran
compensadas).
3.3.3. SOLUCIONES EMPLEADAS
3.3.3.1. Disociación de miocitos
La solución que se utilizó para la disociación de los corazones tanto controles
como hipertróficos, fue una solución que no contenía calcio y estaba tamponada con
HEPES para mantener el pH. Sobre esta misma solución se fueron añadiendo en las
diferentes etapas, colagenasa, albúmina o calcio.
Las iniciales HEPES vienen de ácido N-(2-hidroxietil) piperazina N-(2-
etansulfónico)
La composición viene descrita en la siguiente tabla:
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3.3.3.2. Mantenimiento de células ya disociadas
La solución sobre la que se depositaron las células una vez aisladas fue una
solución de Tyrode modificada y adecuada para el mantenimiento de las células viables
durante las horas que duraron los experimentos. A esta solución se le añadieron 2 mg/ml
de albúmina bovina (BSA, sigma) y CaCI2 0.5 mM.
Su composición se muestra en la tabla 6:
90













3.3.3.3. Solución externa de registro
Esta solución tiende a imitar la composición del medio extracelular, con las
modificaciones pertinentes para poder poner de manifiesto la corriente de calcio, en
especial de
1CaF, sin interferencias por parte de otras corrientes que se activen a los
mismos potenciales.
Para eliminar la corriente de sodio, este ion se sustituyó de forma equimolar por
colina. De este modo, se eliminaron las corrientes de potasio activadas por sodio,
corrientes transitorias generadas por la bomba Na~/K~ (Lefevre y cols., 1991) y
corrientes provocadas por el intercambiador Na~/Ca~~. Se añadió 4-amino piridina (4-
AP), para bloquear la corriente transitoria de salida de potasio, y lo más importante, en
todo momento del experimento, la solución de registro llevaba tetrodotoxina (TTX) a la
concentración de 30 kM , para bloquear efectivamente la corriente de entrada de sodio,
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la cuál al activarse a potenciales similares a ‘OiT podría dar lugar a confusiones y
resultados erróneos.
Su composición se muestra en la siguiente tabla:




Colina Cl 139.6 140
CsCl 168.37 5
3.3.3.4. Solución interna
La solución interna debe ser compatible con el medio extracelular, respetando en
la medida de lo posible su composición iónica. La concentración de calcio libre
intracelular es muy baja (del orden de ío8 M), por lo que sólo se puede mantener en ese
rango mediante el uso de queladores del calcio. En nuestros experimentos, se utilizó el
EGTA (ácido etilén glicol bis (j3-aminoetil éter) NNN’N’ tetraacético). Esto facilitaba
alcanzar la configuración de célula entera (Marty y Neher, 1983) y minimizar las
corrientes activadas por calcio, así como la corriente del intercambiador Nat-Ca~~. El
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potasio, principal ion en la composición del medio intracelular, se sustituyó por cesio,
para el registro de la corriente de calcio, eliminando las corrientes de salida de potasio.
Por el mismo motivo también se añadió TEA (cloruro de tetraetilamonio). Además, se
utilizaron compuestos de alto valor energético, ATP, GTP y fosfocreatina, para
mantener, durante un mayor intervalo de tiempo la célula en condiciones óptimas,
tratando de impedir el fenómeno de “run-down”, o desaparición de la corriente con el
tiempo.
La composición de la solución interna utilizada en los experimentos fue la
siguiente:
Tabla 8. Composición de la solución interna
PH=7.2 con CsOH
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3.3.4. PROTOCOLO EXPERIMENTAL PARA EL
REGISTRO DE LAS CORRIENTES DE CALCIO
Una alicuota de la suspensión de células ventriculares que permanecían en la
solución de mantenimiento, se colocó sobre una cámara de registro montada en la
platina de un microscopio invertido Olimpus IMT-2. Se dejaron pasar 5 mm. para
permitir que las células se depositaran y se fijaran al fondo del cubre objetos de cristal,
que formaba el fondo de la cámara. Una vez pasado este tiempo, las células se
perfundieron, con las soluciones de registro modificadas o no por la adición de
diferentes fármacos, según el interés del experimento a realizar, a un flujo constante de
2 mí/mm. El flujo se controló mediante una bomba peristáltica Eyela MP 3, de 4 vías
para permitir el cambio rápido de una solución a otra.
Los experimentos se realizaron a temperatura ambiente, para enlentecer las
cinéticas de las corrientes objeto de estudio y poderlas separar de las corrientes
capacitivas, además de mejorar el control del voltaje.
Los registros eléctricos se realizaron utilizando el método de patch-clamp en su
configuración de célula entera, descrito anteriormente. La pipeta rellena de la solución
interna (ver sección soluciones) y con presión positiva, se introdujo en el líquido de
perfusión. En esta posición, se ajustó a cero la diferencia de potencial entre el exterior y
el interior de la pipeta, de forma manual. Seguidamente, se situó la punta de la pipeta
sobre la superficie celular mediante un micromanipulador (Narishigue), se eliminó la
sobrepresión y se ejerció una presión negativa mediante succión para conseguir la
formación de un sello de alta resistencia, lo cuál se vio en un osciloscopio Techtronix
5110. Durante todo el tiempo se habían estado dando pulsos de 5 mV, y en el
oscíloscopio se registraba la respuesta a este potencial entre el interior de la pipeta y el
líquido de perfusión. Una vez formado el sello, ya no se observó ninguna corriente en
respuesta al potencial aplicado, debido a la gran resistencia del sello conseguido.
El siguiente paso consistió en la ruptura del sello, mediante la aplicación de una
succión brusca, accediendo al interior celular (se produce la ruptura de la porción de
membrana delimitada por los bordes de la pipeta). En este momento ya nos
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encontrábamos en la configuración de célula entera, y antes de comenzar el registro
electrofisiológico, se dejaron pasar unos 5 mm. para permitir la diálisis del líquido
intracelular con el liquido de la pipeta y la estabilización de las corrientes.
3.3.4.1. Medida de la capacitancia y resistencia en serie
La capacitancia de membrana (C,,) se midió en cada célula. Se puso de
manifiesto aplicando pulsos de voltaje de ±10mV de 6 ms de duración, desde su






La capacitancia es una medida indirecta de la superficie celular (1 uF/cm2) y se
calculó de acuerdo a la siguiente ecuación:
Cm % 10/ AVm [1-(hD / lo)]
donde te es la constante de tiempo de caída de la capacitancia, I~ es el máximo valor de
la amplitud de corriente, AVm es el valor del pulso de voltaje y L. es la amplitud de
corriente al final del pulso (Reuter y Scholz, 1977).
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La resistencia en serie se calculó a partir del mismo registro, mediante la
ecuación:
R~= t0/C~
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3.3.4.2. Medición de las corrientes. Relación corriente-voltaje
Los registros de corriente se iniciaron 5-10 mm. después de la ruptura del sello y
los experimentos se completaron a los 20 mm. Las células que mostraban el fenómeno
de “run-down” se descartaron.
Las corrientes de calcio 1car e ‘CaL, se pusieron de manifiesto aplicando pulsos de
voltaje en incrementos de 10 mV, durante 300 ms, siendo el intervalo de tiempo entre
pulsos de 6 s. Los pulsos se aplicaron primero desde un potencial de fijación (PF) de
—90 mV (14 pulsos desde —70 mV a +60 mV), y posteriormente desde un PF de —50 mV
(11 pu]sos desde —40 mV a ±60mV).
-90 mV





Como 1CaT es una corriente que se activa cuando el PF es muy negativo, a un PF
de —50 mV está completamente inactiva, y por tanto a —50 mV sólo se puso de
manifiesto la corriente ‘CaL pura. A un PF de —90 mV se obtuvo una corriente que es
mezcla de las dos corrientes ‘CaE más 1CaL. Así la corriente ‘OiT se puede presentar como
la corriente diferencia obtenida a cadapulso, es decir, la corriente resultante de restar las





Para poder comparar entre las distintas células, las corrientes se expresan como
densidad de corriente. Esta densidad se calcula a partir de la amplitud de corriente
normalizada por la capacitancia de la membrana. La amplitud se obtuvo como la resta
entre la corriente medida al pico máximo de corriente menos la corriente medida al final
del pulso (Figura 16).
La representación de la densidad de corriente obtenida para cada pulso de
voltaje, es la denominada “curva corriente-voltaje” y muestra la dependencia de voltaje
de la corriente estudiada. Para las corrientes de calcio esta curva tiene forma de U.
3.3.4.3. Tiempo al pico y curso temporal de la inactivación
El tiempo al pico se midió desde el comienzo del pulso hasta el pico máximo de
corriente (Figura 16). El curso temporal de la inactivación se analizó mediante el ajuste
matemático de la caída de la corriente con el tiempo.
La mejor correlación para la corriente ‘CaL, se obtuvo con una ecuación
biexponencial (Scamps y cols, 1990) con dos constantes de tiempo, una rápida y otra
lenta:
It Ar exp (-t/tD + A, exp (-t / t) + A0
donde I~ es la amplitud total de la corriente de entrada; A~ y A5, son las amplitudes de los
componentes rápido y lento respectivamente; A0, es el componente independiente del
tiempo; y tf y t5, son las constantes de tiempo rápida y lenta.
En cambio, la corriente
1CaT se ajustó mejor a una ecuación monoexponencial
con sólo una constante de tiempo (-u) y su amplitud respectiva (A), (Hagiwara y cols.,
1988).
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3.3.4.4. Activación en estado estacionario
La dependencia del voltaje de la activación en estado estacionario, se analizó
utilizando los valores de conductancia calculados de acuerdo con las siguientes
ecuaciones (Isenberg y Klóckner, 1982):
U 1<> / (VngVrey)
dct (V111) = G /Gmax
donde G es la conductancia calculada al potencial de membrana V,,, l~ es el pico de la
corriente de calcio y Vrev es el potencial de reversión aparente obtenido mediante
extrapolación del valor de potencial al cuál la corriente es cero desde la zona lineal del
brazo ascendente de la curva corriente-voltaje. t(Vm) es el parámetro de activación en
estado estacionario de la ‘Ca y Gmax es el valor de conductancia maxíma.
Los datos de d4V,,,) se ajustaron a una función de distribución de Boltzmann de
la forma:
d0. (Vm) = 1/ [1 + exp (Vso-V~) / K]
donde V50 es el potencial al cual la ‘Ca está activada a la mitad de su valor máximo y K
es la pendiente de la curva de activación en el punto de inflexión. Puesto que en el
tiempo hasta la obtención del valor de pico utilizado es posible alguna inactivación y los
valores de V50 y K son extrapolados, estos datos se deben considerar como una
aproximación.
3.3.4.5. Inactivación en estado estacionario
La dependencia de voltaje de la inactivación en estado estacionario se determinó
usando un protocolo de doble pulso. Desde un potencial de fijación de —~90 mV, se
aplicaron pulsos condicionantes de 200 ms en incrementos de 5 mV. Después de cada
pulso condicionante se volvió al PF durante 3 ms, para permitir mayor separación entre
la corriente y la variante capacitiva, y seguidamente se dio un pulso test a un potencial
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fijo durante 200 ms para obtener bien 1CaT O 1CaL Para ‘OiT el pulso test fue a —40 mV
(potencial al que obtenemos prácticamente corriente T pura) y los pulsos condicionantes
fueron desde —80 a —lOmV (15 pulsos). Para 1CaL, el pulso test fue a O mV para los
corazones controles y —10 mV para los corazones hipertróficos (por ser el valor de
potencial al que se obtuvo el máximo de densidad de corriente respectivamente), y los


















Los datos obtenidos fueron normalizados dividiendo la corriente test entre el
máximo de corriente obtenida al aplicar el protocolo anterior. La dependencia de voltaje
de la inactivación podría ser aproximada a una función de distribución de Boltzmann de
la forma:
1/ Imax = {i + exp [(y50—Ve] / K)f1
donde ½es el voltaje del pulso condicionante, V
50 es el potencial al cual la
conductancia está inactivada al 50% y K es la pendiente en el punto de inflexión.
3.4. ANÁLISIS ESTADÍSTICO
Los resultados que se exponen en esta Tesis Doctoral han sido expresados como
Media t EEM (error estándar de la media). Las comparaciones entre grupos se
realizaron mediante el test de la t de Student o el análisis de varianza seguido de un test






Los experimentos para la caracterización e identificación de la corriente ‘Caí se
realizaron en corazones procedentes de 63 ratas hipertróficas y 30 ratas controles. La
inducción de la hipertrofia y la disociación de los corazones se hizo tal y como se
explicó anteriormente en la sección “Material y Métodos”.
A las 9 semanas de la operación se sacrificaron los animales y se extrajeron los
corazones procediendo a la obtención de las células aisladas. Para realizar los
experimentos sólo se consideran como corazones hipertróficos, aquellos corazones en
los que el cociente peso corazón/peso corporal fue mayor del 25%, comparado con los
controles.
Como se puede observar en la tabla 9, los pesos de los animales sometidos a una
estenosis aórtica (470 ±6.44 g), no fueron significativamente distintos a los pesos de los
animales controles (461 ±10.91 g). En cambio, si comparamos el peso de los corazones
de los animales a los que se les indujo la hipeitrofia (2.49 ±0.09 g), con el peso de los
corazones procedentes de animales controles (1 .74 ±0.05 g), se observa como los
corazones procedentes de animales a los que se les habia inducido una estenosis de la
aorta abdominal fueron significativamente superiores con una p<0.0Ol. Como
consecuencia, se obtiene que la relación entre el peso del corazón y el peso corporal
(cociente) para cada grupo, expresado como mg de corazón por g de animal, es
significativamente mayor para el grupo de las ratas con estenosis aórtica (control, 3.7 ±
0.05 rs hipertrof¡a, 4.92 ±0.06 mg/g; p<0.O0l). Esto nos indica que los animales
sometidos a la estenosis aórtica habían desarrollado hipertrofia cardiaca. El incremento
en el peso de! corazón es de un 43% y el del cociente de un 30% respecto a los animales
controles.
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Tabla 9. Características de los animales controles e hipertróficos.I PesoAnimal(g)IICONTROL 461.1±10.90 PesoCorazón(mg) Cociente(mglg) 33 301.74±0.05 3.7±0.05
HIPERTROFIA 470.7±6.44 2.49±0.09*** 4.92±0.06*** 63
Cociente, cociente entre el peso del corazón en mg y el peso del animal en g. Los datos
están expresados como las medias ±el EEM. ““~“< p<O.OOl control vs hipertrofia.
Como era de esperar, la medida de la capacitancia (e,,) confirmó la hipertrofia
de los miocitos aislados, al estar relacionadas con la superficie celular. La capacitancia
de las células procedentes de corazones hipertróficos (318.91 ±8.60, n=87) fue
significativamente mayor que la C,1 de células procedentes de corazones controles
(225.35 ±13.00, n=41) con una p<O.OOl. Esto supone un incremento de un 41% en el
tamafio celular de los miocitos de corazones hipertróficos frente a los controles, lo cual
nos confirma que los animales con estenosis de la aorta abdominal desarrollaron,
además de una hipertrofia cardiaca global, una hipertrofia a nivel celular.
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4.2. ANÁLISIS DE LAS CORRIENTES DE
CALCIO EN MIOCITOS VENTRICULARES
PROCEDENTES DE CORAZONES
NORMALES E HIPERTRÓFICOS
4.2.1. CORRIENTES DE CALCIO EN MIOCITOS
VENTRICULARES AISLADOS DE CORAZONES DE
RATAS CONTROLES.
Las corrientes de calcio se pusieron de manifiesto siguiendo los protocolos
detallados en la sección anterior (ver material y métodos, protocolo experimental). Una
vez conseguida la configuración de célula entera y tras dejar estabilizar el sello durante
cinco minutos, se comenzó el registro de la corriente. Para ello, se sometió a la célula a
pulsos despolarizantes, desde dos potenciales de fijación (PE) diferentes, -90 mV y —50
mV. Dado las características de activación de las corrientes de calcio T y L descritas ya
por otros autores (Alvarez y Vassort, 1992; Balke y cols., 1992), cuando el potencial de
fijación fue de —90 mV, la corriente resultante de la despolarización de la membrana
desde —70 mV a +60 mV, reflejó el calcio que entra a la célula tanto a través de los
canales de calcio tipo T, si los hubiera, como de los canales de calcio tipo L. Por el
contrario, cuando el potencial de fijación fue de — 50 mV la corriente que se obtuvo al
despolarizar la célula desde —40 mV hasta ±60mV refleja únicamente el calcio que
entra a la célula a través de los canales de calcio tipo L. Por consiguiente, la
substracción de las corrientes obtenidas a un mismo pulso de voltaje pero a los dos
diferentes potenciales de fijación, permite aislar la corriente ‘car (Bean, 1985; 1-lagiwara
y cols., 1988; Balke y cols., 1992).
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En la Figura 17, se muestran los trazos de corriente obtenidos a los pulsos de -40
mV, -30 mV y +30 mV, desde los potenciales de fijación de —90 mV y —50 mV así
como la corriente diferencia a esos potenciales, en una célula control representativa del
total. Se observa como la amplitud de la corriente es dependiente del pulso test pero no
del potencial de fijación utilizado. Las corrientes obtenidas a esos pulsos son muy
similares a ambos potenciales de fijación, y por tanto la corriente diferencia es nula.
Al analizar la relación “densidad de corriente —voltaje” de las corrientes de
calcio registradas (Figura 18) a los PEs de —90 (círculos blancos) y 50 mV (cuadrados
blancos), se observa como ambas curvas son muy semejantes. Los experimentos se
realizaron en un total de 41 células ventriculares, y en la figura se muestra la media de
densidad obtenida para cada punto de potencial ±EEM. La corriente de calcio que se
puso de manifiesto tuvo un umbral de activación alrededor de —35 mV, y mostró el pico
máximo de corriente a O mV. La densidad de corriente en ese punto corresponde a —14.9
±0.89 pAlpE para un PF = -90 mV y —15.30 ±0.93 pA/pF a un PF -50 mV. El
potencial de reversión aparente de la corriente fue +60 mV. Como ‘CaT se define a partir
de la substracción entre las corrientes obtenidas a —90 mv, menos las obtenidas a —50
mV, se puede concluir que las células ventriculares de corazones controles carecen de
corriente diferencia o ‘CaT.
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Figura 17. Trazos representativos de las corrientes de calcio en una célula ventricular
control (Cm 165 pE). Los trazos se obtuvieron a los pulsos test despolarizantes de
-40. -30 y +30 mV, desde los PF de —90 y —50 mV. La substracción de las corrientes
obtenidas ambos PFs da lugar a la corriente diferencia. La amplitud de las corrientes de






Figura 18. Relación densidad de corriente frente al voltaje de la corriente de calcio
obtenida al PE de —90 mV (O) y al PF de —50 mV (O) en 41 células ventriculares
controles. Las curvas de densidad de corriente son similares tanto al PF de —90 mV
como al PE de —50 mV, por lo tanto ‘CaT definida como la substracción de las corrientes
obtenidas a —90 mV menos las corrientes obtenidas a —50 mV (‘caL pura), es inexistente







4.2.2. CORRIENTES DE CALCIO EN MIOCITOS
VENTRICULARES AISLADOS DE CORAZONES
HIPERTRÓFICOS
Una vez comprobado que no hay corriente de calcio ‘CaT en los miocitos
ventriculares de corazones controles, el siguiente paso fue estudiar la posible existencia
de ‘Gal en las células ventriculares hipertróficas.
La figura 1 9, muestra trazos de corrientes de membrana obtenidos de una célula
hipertrófica representativa del total. El registro de las corrientes de calcio en las células
hipertróficas se realizó del mismo modo que el descrito para los miocitos ventriculares
aislados de corazones controles. La figura muestra los trazos de corriente obtenidos al
despolarizar la membrana a —40, -30 y +30 mV desde los PFs de —90 mV y —50 mV. Se
observa que los trazos de corriente mostrados al PF de —90 mV son mayores que los
registrados desde el PF de —50 mV. Así, se puede obtener una corriente diferencia al
substraer los trazos de corriente obtenidos a —50 mV de los obtenidos a —90 mV. Es
decir, existe efectivamente una corriente diferencia que presumiblemente es ‘CaT~
La figura 20 muestra la relación “densidad de corriente-voltaje” de las corrientes
de calcio registradas en 87 células ventriculares hipertróficas. Las corrientes se pusieron
de manifiesto mediante pulsos despolarizantes de 300 ms de duración desde —70 mV a
+60 mV, en incrementos de 10 mV, cuando el PF era de —90 mV o desde —40 mV a +60
mV cuando el PF era —50 mV. Cuando se utilizó el PF de —90 mV, pulsos
despolarizantes por encima de —50 mV indujeron una corriente de entrada que fue
aumentando progresivamente según incrementaba el pulso despolarizante. Sin embargo,
al PE de —50 mV, el pulso a —40 mV no indujo ninguna corriente de entrada y los pulsos
despolarizantes de -40 mV a +3OmV mostraron una corriente de entrada siempre de
menor densidad que la obtenida para los mismos pulsos al PF de —90 mV. Por tanto, la
diferencia entre la corriente registrada a —90 mV y la registrada a —50 mV, representado
como triángulos blancos en la figura 20, demuestra la existencia de una corriente de
entrada de las características de ‘CaT en estas células ventriculares aisladas de los
corazones hipertróficos.
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Dicha corriente diferencia, (figura 20, recuadro), comienza a activarse a —50
mV y presenta un pico de corriente a —20 mV (—3.79 ±0.23 pA/pF), siendo su potencial
aparente de reversión +SOmV.
Por lo que respecta a la corriente ‘CaL, es decir a la corriente obtenida cuando
despolarizamos la membrana (de —40 a +60 mv) desde un PF de —50 mv (figura 20,
cuadros negros), tiene un umbral de activación a —30 mV, el pico máximo de corriente
se produjo a —1 Cmv con una densidad de -14.31 ±0.58 pAlpE y mostró un potencial de
reversión alrededor de +60 mV.
Dc todo este conjunto de resultados se puede concluir que
realizando la sustracción entre la corriente de calcio que se registra al
PF de —90 mV, menos la corriente de calcio que se registra al PF de —50
mV, sc obtiene una corriente diferencia que únicamente se encuentra en
células ventriculares de corazones hipertróficos y no en las células
ventriculares de corazones controles. Esta corriente diferencia es
presumiblemente la corriente de calcio tipo T.
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Figura 19. Trazos representativos de las corrientes de calcio registradas en pulsos test
despolarizantes de 300 ms de duración a -40, -30 y +30 mV desde un PE de —90 y
—50 mV, en una célula hipertrófica ventricular (capacitancia celular de 327 pF). La
corriente total de calcio se manifestó a —90 mv e ‘CaL pura se obtuvo a —5OmV. La
substracción de las corrientes obtenidas para cada pulso test (-40, -30 y ±30mV), entre
ambos PFs, genera una corriente diferencia, es decir, confirma la existencia de ‘CaT• Las
corrientes obtenidas al despolarizar la membrana a -40, -30 y +30 mV desde el PE de —
90 son mayores en todos los casos a las obtenidas a esos pulsos desde —50 mV.
100 ms
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Figura 20. Relación densidad de corriente-voltaje de las corrientes de calcio
registradas a diferentes pulsos de voltaje desde un PF de —90 mV (@) y —5OmV (U) en
87 células ventriculares hipertróficas. La curva de densidad de corriente a —so mv fue
menor en la mayoría de los puntos a la curva obtenida a —90 mV. Por ello, la
substracción de las corrientes a -50 mV de las corrientes obtenidas a —90 mv, muestran
la existencia de una corriente ‘CaF (y), en células aisladas de miocitos ventriculares
hipertróficos. El recuadro muestra más detalladamente la relación corriente-voltaje para




4.3. CARACTERIZACIÓN DE 1CaT• COMPARACIÓN
CON ‘CaL
Una vez descrita en nuestras células ventriculares hipertróficas, la presencia de
una corriente diferencia y estudiada su dependencia de voltaje, se prosiguió con el
estudio dc dicha corriente viendo sus propiedades cinéticas, activación e inactivación en
estado estacionario, corriente ventana, curso temporal de la activación e inactivación,
permeabilidad del canal y propiedades de bloqueo con la finalidad de comprobar que la
corriente que habíamos observado en nuestras células hipertróficas correspondía a la
corriente ‘CaT
4.3.1. CINÉTICA DE LA CORRIENTE ‘CaT DEPENDIENTE
DE VOLTAJE
4.3.1.1. Activación en estado estacionario
La dependencia de voltaje de la activación en estado estacionario, se analizó
utilizando los valores de conductancia obtenidos de la forma anteriormente descrita en
la sección de protocolo experimental de material y métodos, y ajustados posteriormente
a una función de distribución de Boltzmann. Así obtuvimos los valores de y
50, es decir
el valor de potencial al cual la corriente está al 50% de su activación, y K, la pendiente
de la curva en el punto de inflexión.
Los resultados obtenidos de la activación en estado estacionario con respecto al
voltaje, vienen resumidos en la tabla 10, y representados en la figura 21, tanto para la
corriente T como para la corriente L en control e hipertrofia.
La dependencia de voltaje de la activación para la corriente 1CaL, se estudió en 8
células controles y 6 células hipertróficas y viene representada como la conductancia
normalizada (cociente entre la conductancia obtenida en cada pulso de corriente y el
máximo valor de conductancia) vs el potencial de membrana (figura 21). El análisis
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cinético mostró que tanto en control (círculos) como en la hipertrofia (cuadrados), ‘cal.
se activó a potenciales por encima de —30 mv y estuvo totalmente activada alrededor de
+25 mV. Tanto la curva obtenida para la corriente en células controles como la obtenida
para células hipertróficas eran muy semejantes y mostraron parámetros cinéticos
similares. El potencial al cuál se produjo el 50% de la activación (y50) fue —13.90 ±
1.10 mV para células controles, y —15.00 ±1.40 mV para células hipertróficas. La
pendiente (K) fue de 2.80 ±0.20 mV para las células controles y 3.90 ±0.50 mV para
las células hipertróficas. Como consecuencia, se puede ver que no existen cambios
significativos en la activación de ‘CaL entre células de los animales controles y células de
los animales hipertróficos.
Con respecto a la activación en estado estacionario de ‘CaT (figura 21, triángulos
negros), los resultados obtenidos en 6 células hipertróficas, mostraron una corriente que
se activó a potenciales por encima de —60 mV y que se encontró totalmente activada a O
mV, a diferencia de ‘Cal, que comenzaba a activarse por encima de —30 mV y estaba
totalmente activada a +25 mV. La Vso para ‘CaT fue de —20.60±3.20mV. El valor de la
pendiente no varió entre ambas corrientes siendo la K para ‘CaT de 3.70 ±0.70 mV y
3.90±0.70mv para ‘CaL




‘CaT -20.60±3.20 3.70±0.70 6
‘CaL Hipertrofia -15.00±1.40 3.90±0.70 6
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Figura 21. Activaciones en estado estacionario. ‘Lar (Y), ‘CaL en hipertrofia (E), ‘CaL en
control (O). Los valores se representan como media ±EEM.
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4.3.1.2. Inactivación en estado estacionario
La inactivación en estado estacionario dependiente de voltaje, se determinó
usando el protocolo de doble pulso, ya detallado en la sección correspondiente de
material y métodos. Los datos se normalizaron dividiendo la corriente obtenida con el
pulso condicionante entre la corriente obtenida de mayor valor y se ajustaron
posteriormente a una función de distribución de Boltzmann, obteniendo los valores de
½gy K para la inactivación. Los resultados obtenidos se resumen en la tabla 11 y en la
figura 22.
La inactivación resultó ser función del potencial de membrana en las células
controles (círculos) e hipertróficas (cuadrados) para ambas corrientes. La corriente
disminuyó según aumentaba el valor del pulso precondicionante.
La dependencia de voltaje de la inactivación se realizó en 9células control y 9
células hipertróficas. En este caso los parámetros de la inactivación para ‘CaL quedaron
desplazados hacia la izquierda de manera significativa en la hipertrofia. La ½~fue de
—19.40 ±0.10 mV para las células controles y —31.70 ±1.70 mV para las células
hipertróficas, (p<O.OOI). La K fue de —4.50 ±0.10mV para el control y —3.90 ±0.40mV
para la hipertrofia.
La inactivación de la corriente ‘Cal, resultó ser muy diferente a la obtenida para
la corriente ‘Cal, de manera que, la ½opara ‘c=resultó ser de —55.40 ±1.10mv. La K
fue de —5.40 ±0.60 mV. Estos valores concuerdan con los valores descritos
anteriormente, para la inactivación en estado estacionario para ‘CaT (Alvarez y Vassort,
1992).
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Figura 22. Dependencia del voltaje de la inactivación en estado estacionario. ‘wr (Y),
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4.3.1.3. Corriente Ventana
La superposición o el producto entre la activación y la inactivación en el estado
estacionario nunca es nula, ni para 1CaT ni para ‘CaL, lo que indica la existencia de una
corriente ventana. A potenciales más negativos de la corriente ventana, los canales se
distribuyen entre los estados cerrado e inactivo. Para potenciales positivos, lo
suficientemente altos para pasar el intervalo de potenciales de la ventana, los canales se
distribuyen preferentemente en el estado activo. Sólo dentro del intervalo de potenciales
de la corriente ventana, un canal puede estar teóricamente en cualquier estado del ciclo;
abierto, cerrado o inactivo, lo que genera una corriente estable que fluye a esos
potenciales (Hirano y cois., 1989; Shorofsky y .January,1992). Se genera así, un flujo de
entrada de calcio que va aumentando los niveles de calcio intracelular, pudiendo
contribuir en la regulación de las subsiguientes contracciones y a la aparición de
arritmias en el corazón.
La corriente ventana obtenida para 1CaT y ‘Cal, fue diferente en cada caso, como
podemos constatar en la parte superior de la figura 23 que compara la superposición de
las curvas de activación e inactivación para ‘caT e ‘CaL- Para el caso de ‘CaT la corriente
ventana fluiría en un rango de potenciales comprendido entre —60 y —20 mv, mientras
que para ‘Caí, este rango se encontró comprendido entre —30 y O mV.
La parte inferior de la figura 23, compara la superposición de las curvas de
activación e inactivación para ‘Caí, en control (círculos) e hipertrofia (cuadrados). El
intervalo de voltaje para ambas fue de —40 a +20 mV para la corriente en células























Figura 23. Parte superior, superposición de la activación e inactivación de ‘CaY (Y) y
de ‘CaL (O). Parte inferior, superposición de la activación e inactivación de ‘CaI.~, en
control (@)e hipertrofia (O). valores presentados en media ±EEM.
“ ‘CaT
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4.3.2. TIEMPO AL PICO Y CURSO TEMPORAL DE
LA INACTIVACIÓN
Otra forma de caracterización de la corriente diferencia, aparte de los parámetros
cinéticos de la activación y la inactivación en estado estacionario, es analizar el tiempo
que tarda en activarse la corriente y el curso temporal de la inactivación. Así obtenemos
nuevas evidencias para la identificación de la corriente diferencia como ‘CaT, ya que
ambos parámetros ya han sido descritos para dicha corriente. Por otra parte, también se
estudiaron los mismos parámetros para ‘Caí, con el fin de comparar ambas corrientes y
observar las diferencias.
Para ‘CaT, ambos parámetros se midieron en la corriente obtenida al pulso
despolarizante de -40 mV desde el potencial de fijación de —90 mV, porque es
precisamente en cse punto donde obtenemos una corriente de amplitud óptima y además
nos asegura que es corriente ‘Ca~F prácticamente pura ya que a ese mismo pulso
despolarizante pero desde el potencial de fijación de —so mv no se registra corriente
alguna y la corriente diferencia sería igual que la obtenida a —90 mV. Se midió el
tiempo desde el comienzo del pulso hasta el máximo de corriente (Tiempo al pico, Tp) y
también se estudió la cinética de caída por el ajuste del trazo (desde el pico hasta el final
del pulso) a una función matemática monoexponencial con una constante de tiempo, -r,
y su amplitud correspondiente, A (ver sección de material y métodos para mayor
explicación).
Sólo recordar en este apartado la ecuación a la cual se ajustó el curso temporal
de la inactivación de ICaT:
A. exp (-t/t) + A~
Para ‘CaL, se midió el Tp y la cinética de caída de la corriente, en los trazos de O
mV al potencial de fijación de -50 mV, donde la corriente L es pura y está totalmente
activada. Para esta corriente, la cinética de caída se ajustó a una función matemática
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biexponencial con dos constantes de tiempo, una rápida (rt) y otra lenta (r3) y sus
amplitudes correspondientes, Af y A3.
It = Ag exp (-tít1) + A3 exp (-t/r3) + A~
4.3.2.1 Tiempo al pico
El Tp de ‘CaT resultó más rápido que para ‘CaL, siendo de 5.50 ±0.30 ms para ‘CaT
y en cambio para ‘CaL fríe de 7.21 ±0.80ms para células controles y 8.13 ±0.30ms para
células hipertróficas, no siendo significativa la diferencia entre hipertrofia y control.
4.3.2.2. Curso temporal de inactivación
Después de la rápida activación, ‘Cal mostró también una inactivación rápida con
una -t de 41.98 ±5.05.
1c~t.. mostró una inactivación que fue inicialmente rápida,
seguida de una caída más lenta hacia la línea de corriente cero. Las constantes de tiempo
para ambas corrientes, junto con sus respectivas amplitudes y el Tp, vienen resumidas
en la taba 12. No se ven diferencias significativas en ‘CaL entre control e hipertrofia.






.215.50±30.15 J 32‘CaT 5.5±0.3 41.98±5.050
Tp
(ms) (ms) (ms)II—,—






Tp, tiempo al pico; -u, constante temporal de inactivación; A, amplitud; N, n0
experimentos; u
1; constante temporal rápida de inactivación; ~, constante temporal lenta
de inactivación; AÑ A, amplitud de los componentes rápido y lento respectivamente.
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4.3.3. PERMEABILIDAD DEL CANAL DE CALCIO
Algunas de las propiedades específicas de cada canal se derivan de su diferente
comportamiento frente a los cationes inorgánicos. Tanto los canales de calcio tipo T como
los de tipo L son permeables al Bario pero se comportan de diferente manera. Ha sido
ampliamente documentado el efecto que produce la sustitución del calcio por el bario como
ion transportador en los canales de calcio tipo L. Esta sustitución aumenta de manera muy
notable la densidad de corriente de ‘Caí, y retrasa marcadamente su inactivación (Bean,
1985; Argibay y cols., 1988; Alvarez y vassort, 1992; Shorofsky y January, 1992; Sen y
Smith, 1994).
En cuanto a ‘CaP, sabemos que su inactivación se desarrolla de una manera
monoexponencial con una estricta dependencia de voltaje y la cinética de inactivación es
independiente del paso de calcio a través del canal. ‘CaP se ha mostrado como una corriente
2+ 2+independiente del ion transportador. Así, el Ba puede sustituir al Ca sin alterar su
cinética de inactivación ni aumentar su conductancia, ya que éste es un canal que no
presenta una inactivación dependiente de calcio (Bean, 1985; Hirano y cols., 1989; Tseng y
Boyden, 1989; Vassort y Alvarez, 1994; Ertel y cols., 1997).
Por todo lo expuesto anteriormente, realizamos una serie de experimentos en los
que sustituimos el calcio en el medio extracelular por una concentración equimolar de
bario, y estudiamos la densidad máxima de corriente al despolarizar la membrana desde un
PF de —so mv hasta —10 mV (ICaL,) y desde un PE de —90 mV hasta —20 mV (ICaT) en
presencia de una solución extracelular que contenía 5 mM de calcio (barras blancas) ó 5
mM de bario (barras negras) (figura 24).
La densidad de corriente obtenida para ‘caí. en el pico de corriente a —lOmV,
utilizando Ca» como ion transportador de carga fue de -10.80 ±1.5 pA/pF. Este valor se
2+aumentó por encima del doble cuando sustituimos el Ca por el Ba2~, de manera que en
estas condiciones la densidad de corriente fue de -24.80 ±5.1 pAIpF, en 5 células
hipertróficas. En cambio, la densidad de corriente obtenida en esas mismas 5 células para
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‘CaT fue de —3.40 ±0.32 pA/pF cuando el ion presente era Ca» y —3.20 ±0.90 pA/pF
2+
cuando pusimos Ha como ion transportador, medido en el pico de esta corriente a —20
mV. Es decir, el canal de calcio tipo T no presenta selectividad a bario frente al calcio y su
conductancia permanece inalterada, mientras que el canal de calcio tipo L sí presenta dicha












Figura 24. Densidad de corriente obtenida para ‘Caí y ‘Caí utilizando 5mM de calcio como
ion transportador (barras blancas) o bario (barras negras). Las corrientes fueron medidas en
el pico de corriente de la relación corriente-voltaje, -10 mV para ‘CaL y —20 mV para ‘Caí,
en 5 células ventriculares hipertróficas. Datos representados como media ±EEM.
SCa 5Ba 5Ba
La corriente de calcio tipo T, encontrada en las células ventriculares
hipertróficas, se caracteriza por su dependencia del voltaje, su cinética y su
no selectividad al bario frente al calcio. Además, por la superposición de las
cunas de activación e inactivación, presenta una corriente ventana, que
fluye entre los potenciales de —60 mV a —20 mV, importante en la posible
relación de la corriente de calcio tipo T con la mayor incidencia de arritmias
en la hipertrofia.
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4.4. BLOQUEANTES DE LA CORRIENTE 1CaT
4.4.1. BLOQUEO POR NÍQUEL
Como ya se citó previamente en la introducción, numerosos estudios han
demostrado que la corriente ‘Ca~V, presenta una mayor sensibilidad al NiCl
2 que la corriente
ICaL(NiliuS, 1985; Mitray Morad, 1986; Hagiwaray cols., 1988; Furukaway cols., 1992).
Por ello, en otra serie de experimentos, se estudió el efecto de una concentración de
50 ~iM de NiCI2, sobre las corrientes de calcio y así obtener un dato más para la
diferenciación y caracterización de ‘Ca~F•
ejemplo del efecto inhibitorio de Ni2~
Un típico se muestra en la figura 25. En la
figura 25A se muestran los trazos obtenidos de las corrientes de membrana de una célula
hipertrófica, antes y después de la adición de NiCl
2 50 uM. Los pulsos despolarizantes a
—40 mV desde un potencial de fijación de —90 mV pusieron de manifiesto una corriente de
entrada que está ausente al potencial de fijación de —50 mV. De la substracción de las
corrientes que se obtuvieron a ambos potenciales de fijación se obtuvo ‘Cais Cuando se trató
a la célula con Ni», esta corriente fue prácticamente eliminada.
En la figura 25B, se describe la relación “densidad de corriente-voltaje” de las
corrientes de Ca» obtenidas a los potenciales de fijación de —90 y —50 mV y la corriente
diferencia obtenida en 7 células. En el panel izquierdo se demuestra la existencia de
corriente lcaF en los miocitos ventriculares hipertróficos (triángulos blancos), de manera
similar a como se mostró en la sección anterior de los resultados. En el panel derecho de la
figura, se muestra el efecto del Ni». Tanto la corriente que se obtuvo al potencial de
fijación de —90 mV (círculos negros) como la que se obtuvo a —50 mV (cuadrados negros),
son muy semejantes y por tanto no hay corriente diferencia posible, es decir ‘C¿r es inhibida
por el níquel.
125
Estos datos no hacen más que confirmar que la corriente de Ca» puesta de
manifiesto a —50 mV consiste fundamentalmente en ‘CaL, mientras que la corriente
diferencia es efectivamente ‘CaT.
2-4-
El Ni desplaza 10 mv la dependencia de voltaje hacia la derecha, es decir, a
potenciales más positivos y disminuye fundamentalmente la corriente obtenida a —90 mV,












Figura 25. Efecto del Ni2~ sobre ‘CnT y ‘CaL• A, trazos representativos de las corrientes de
2+
Ca registradas en una célula hipertrófica ventricular (Cm = 370 pF), en ausencia y
presencia de NiCI
2 5OjiM. B, relaciones “corriente-voltaje” de las corrientes de Ca24
registradas a diferentes potenciales obtenidas en 7 células hipertróficas. A la izquierda se
representan las corrientes en condiciones control y a la derecha en presencia de Ni». Datos














4.4.2. BLOQUEO POR MIBEFRADILO
El mibetYadilo es un nuevo bloqueante de los canales de calcio derivado del
tetrazol, no perteneciente a ninguna de las familias clásicas de los antagonistas del
calcio. En el momento de la realización de esta Tesis Doctoral, este fármaco estaba en
pleno auge ya que se presentó como un bloqueante selectivo de los canales de calcio
tipo T. Por ello, creímos conveniente estudiar el efecto del mibefradilo sobre ‘CaT, para
que nos confirmara una vez más la naturaleza de la corriente diferencia obtenida en las
células hipertróficas, como ‘CaT Pero además, y en vista de los resultados que fuimos
obteniendo, quisimos ver el efecto del mibefradilo sobre la corriente de calcio tipo L y
poder caracterizar electrofisiológicamente el efecto sobre ésta.
4.4.2.1. Efecto sobre ‘CaT
La corriente de calcio ‘CaT, se midió en las células ventriculares aisladas de
corazones hipertróficos y se puso de manifiesto siguiendo los protocolos antes
explicados en el capítulo de “Material y Métodos. Se aplicaron pulsos despolarizantes
desde dos potenciales de fijación diferentes, -90 mV y —50 mV, de 300 ms de duración
a intervalos de tiempo de 6 s entre pulsos. 14 pulsos despolarizantes desde —80 mV a +
60 mV desde un PF de —90 mV, donde se obtiene un registro de corriente de calcio que
es mezcla de corrientes ‘CaT e ‘CaL, y 11 pulsos despolarizantes desde —40 mV a +60 mV
desde un PF de —50 mV, obteniéndose una corriente de calcio que es ‘CaL pura. De la
substracción de los pulsos obtenidos a ambos potenciales obtenemos ‘CaT• Tras la
obtención del registro control la célula se perfundió con la misma solución pero con una
concentración afiadida de 1 jM de mibefradilo. Después de 5 mm. de perfusión con el
fármaco (para asegurarnos su efecto), se volvió a repetir el protocolo experimental.
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En estas condiciones, se observa como el mibefradilo produjo una inhibición
prácticamente total de la corriente ‘caY, como vemos en la figura 26 donde se muestran
los trazos de corriente al pulso despolarizante de —40 mV, en una célula hipertrófica
representativa del total. Previamente al paso del fármaco, se observó una corriente al PF
de —90 mV que no estaba presente al PF de —50 mV y que por tanto, al hacer la
diferencia, originaba una corriente que era ‘CaY• Una vez que el mibefradilo hace efecto
esta corriente quedó casi abolida. Si posteriormente se lava el efecto del fármaco
pasando la solución de registro libre de mibefradilo durante 5-10 mm., la corriente ‘CaT
se recupera parcialmente.
-90 mV -50 mV Diferencia






Figura 26. Trazos representativos de la corriente de calcio tipo T a —40 mV en ausencia
y presencia de mibefradilo y tras io mm. de lavado, en una célula hipertrófica (Ca, =
273). El mibefradilo produce una inhibición de la corriente casi total que comienza a




La curva de densidad de corriente en relación con el voltaje se pudo realizar sin
ningún problema en el registro de las corrientes control previo al paso de mibefradilo,
en un total de 10 células hipertróficas. Al intentar realizar la misma curva para el efecto
de mibefradilo nos encontramos con que se puede realizar la curva densidad de
corriente-voltaje tanto para el potencial de fijación de —90 mV como para —50 mV, pero
no para la diferencia o corriente ‘CaT, ya que se observa que el efecto del mibefradilo es
dependiente de voltaje, actuando de forma diferente a —90 mV que a —50 mV, y así la
diferencia se obtiene tal y como se muestra en la figura 27.
Por todo ello, no podemos ver el efecto del mibefradilo sobre la corriente ‘CaT a
todos los potenciales y sólo nos valemos del efecto que produce a —40 mV en el
potencial de fijación dc —90 mV. A ese potencial el valor medio de ‘Car en un total de 10
células en condiciones controles es de —0.84 ±0.30 pAlpE y tras la perfusión con
mibefradilo se produce una inhibición significativa a —0.14 ±0.04 pA/pF, es decir, la
inhibe en un 83% (figura26).
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Figura 27. Relación densidad de corriente-voltaje A, en control y B, tras la perfusión
con mibefradilo, en 10 células hipertróficas. •, a —90 mV; U, a —50 mV; V, corriente











4.4.2.2. Efecto sobre ‘CaL
Relación densidad de corriente-voltaje
Estudiando el efecto de mibefradilo sobre la corriente ‘caí en estas células
hipertróficas obtenemos los resultados expuestos en la figura 28. El efecto de
mibefradilo depende del potencial de fijación, de manera que es más potente
bloqueando la corriente L desde el PE de —50 mV, donde prácticamente en todos los
puntos produce una inhibición significativa, mientras que a —90 mV sólo produce una
inhibición significativa en los pulsos en los que esta muy presente el canal de calcio tipo
T y después a pulsos más despolarizantes aunque disminuye la corriente no lo hace de
forma estadísticamente significativa.
El porcentaje de inhibición de la corriente ‘Caí, por efecto del mibefradilo lytM,
fue de un 50% al pulso de O mV para el PF de —50. En cambio al PE de —90 mV en la
hipertrofia la inhibición de ‘CaL fue únicamente de un 30%.
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Figura 28. Comparación del efecto de mibefradilo a los PFs de —90 y —50 mV sobre la
corriente ‘Caí, en células hipertróficas (n 10). 0, control; S, mibefradilo. Datos




















Inactivacián en estado estacionario
La inactivación en estado estacionario se determinó con el protocolo de doble
pulso, expuesto anteriormente en la sección de “Material y Métodos”. Desde un
potencial de membrana de —90 mV, se dieron pulsos precondicionantes de 200 ms de
duración en incrementos de 10 mV desde —80 mV a +60 mV. Después de cada uno de
estos pulsos se volvió al PF durante 3 ms y posteriormente se dio un pulso test de O mV
de 200 ms de duración. Los datos se normalizaron dividiendo la corriente obtenida en
cada pulso entre la corriente obtenida de mayor valor. Los resultados se ajustaron a una
función de distribución de Boltzmann para la obtención de la V50 (valor al que se
produce el 50 % de inactivación) y K (pendiente de la curva en el punto de inflexión).
Este estudio se realizó en 9 células hipertróficas para observar si existe algún
cambio en la inactivación en estado estacionario por efecto del mibefradilo.
Las curvas de inactivación se presentan en la figura 29. La inactivación es
función del potencial de membrana en células hipertróficas. En todas las células la
corriente disminuyó cuando el pulso precondicionante fue desde —60 mV a +20 mV,
pero a potenciales por encima de ese valor aumentó. El potencial al cual la corriente se
Inactivó al 50% y la pendiente de la curva de inactivación no fueron diferentes en
ausencia y presencia de mibefradilo. Los valores medios se resumen en la tabla 13.
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Tabla 13. Parámetros de la inactivación de ‘Caí, en 9 células hipertróficas en ausencia y
presencia de mibefradilo.










Figura 29. Dependencia de voltaje de la inactivación en estado estacionario en 9 células
hipertróficas. En círculos blancos se representan los valores en ausencia de mibefradilo
y en círculos negros , los valores tras la perfusión de 1 gM de mibefradilo. Valores
presentados en media ±EEM.
¡ i -w ¡ ¡ 1 ¡
-80 -60 -40 -20 0 20 40 60 80
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Cinética de reactivación
La reactivación es un parámetro que analiza el tiempo empleado para la
recuperación de los canales de calcio desde la inactivación. Se analizó siguiendo un
protocolo de doble pulso que a continuación se detalla. Desde un potencial de fijación
de —90 mV, dos pulsos de 200 ms de duración a O mV se separaron por una vuelta al PF
durante un tiempo que varió de 5 a 3000 ms (At). La corriente registrada fue la
correspondiente al segundo pulso de cada grupo de dos. La curva de reactivación se
obtuvo graficando en abcisas el tiempo en ms y en ordenadas los valores resultantes de
dividir la amplitud de la corriente obtenida en el segundo pulso despolarizante a O mV a
cada intevalo, entre la amplitud de ‘Caí, obtenida cuando el intervalo fue de 3000 ms.
200 ms 200 ms
OmV
-90 mV
Los datos obtenidos se representan en la figura 30. Todas las células
hipertróficas presentaron el mismo patrón de reactivación, con un “overshoot”, es decir,
un valor por enzima del valor control, entre 100 y 1 OOOms. El mibefradilo no produjo



















o 1000 2000 3000
At(ms)
Figura 30. Reactivación de ‘CaL en función del tiempo, en 7 células hipertróficas. O,
indican los valores en ausencia de mibefradilo; •, indican los valores en presencia de 1
~M de mibefradilo. Los datos se presentan como media ±EEM.
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Frecuencia dependencia y efecto tónico del mibefradilo sobre ‘CaL~
Los fármacos antagonistas del calcio, presentan un efecto dependiente de la
frecuencia de estimulación. Si se aumenta la frecuencia de estimulación (bloqueo
frecuencia-dependiente), los canales de calcio permanecen más tiempo en estado
activo/inactivo que en reposo, por lo que el bloqueo de fármacos que tengan afinidad
por el estado inactivo del canal se verá aumentado a frecuencias altas, mientras que a
frecuencias lentas su capacidad para inhibir la corriente de calcio también disminuye.
Este es caso del verapamil o del diltiazem. En cambio, este bloqueo frecuencia
dependiente es menos marcado en las dihidropiridinas. Esto explica por qué la
depresión el nodo aurículo-ventricular, producida por verapamil o diltiazem, es tanto
mayor cuanto más rápida es la frecuencia de estimulación, mientras que las
dihidropiridinas apenas si modifican la frecuencia sinusal, y por tanto, no son efectivas
en el tratamiento de las arritmias supraventriculares.
Por todo lo expuesto anteriormente, quisimos ver si el mibefradilo, al igual que
otros antagonistas del calcio, era también un fármaco susceptible de producir un efecto
frecuencia dependiente, y de que modo ejercía este efecto sobre la corriente ‘Cal,
Para estudiar el efecto de frecuencia dependencia del mibefradilo, se utilizó el
siguiente protocolo. En condiciones de registro controles, se aplicó un tren de 10 pulsos
a O mV desde un potencial de fijación de —50 mV, a una frecuencia de 0.125 Hz.
Después, se paró la estimulación durante 3 mm., manteniendo a la célula al PP de —50
mV. Durante ese tiempo la célula fue perfundida primero con solución control o con la
solución con el fármaco. Transcurridos los tres mm., se reinicié la estimulación con un
tren de 30-35 pulsos a O mV, a una frecuencia más alta de 1 Hz.
El bloqueo tónico se consideró como el valor de la diferencia entre la amplitud
de corriente en control y la amplitud de corriente del primer pulso después de la
perfusión con mibefradilo.
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El bloqueo, frecuencia dependencia, se consideró como el valor de la
diferencia entre la amplitud de corriente del primer pulso y la amplitud en el pulso 30
después de la perfusión con mibefradilo. Normalmente las corrientes de calcio producen
un escalón después del comienzo de la estimulación, con un aumento abrupto de la
frecuencia de estimulación (McDonald y cols., 1986).
El bloqueo total del fármaco se consideró como el valor de la diferencia entre
la amplitud del pico de la corriente de calcio en el pulso número 20 ó 30 tras la
perfusión con solución control menos la amplitud de corriente en el pulso 20 ó 30 tras la
perfusión con mibefradilo.
Un ejemplo de los efectos de frecuencia de mibefradilo 1 gM, se muestra en la
figura 3 1, en una célula hipertrófica representativa del canal. El efecto de bloqueo y de
frecuencia se observó en un total de 11 células hipertróficas.
El primer pulso de ‘CaL, que se registró tras el periodo de descanso, en presencia
de mibefradilo 1 iM. presentó un importante bloqueo tónico importante de un 67 % en
hipertrofia. Después de la estimulación a una frecuencia más alta, ‘Cal, disminuyó
también pero de una manera más moderada, de modo que el efecto de la frecuencia fue
de un 32 % . Por último, el bloqueo total del mibefradilo a esa dosis sobre la ‘CaL fue de





















Figura 31. Efecto tónico y de frecuencia dependencia del mibefradilo 1 ~tMsobre la
‘Cal., en una célula hipertrófica. Los puntos representan la amplitud de corriente en












Figura 32. Resumen del efecto tónico y frecuencia dependencia del mibefradilo sobre







Curso temporal de la inactívación
También en estas células ventriculares hipertróficas, quisimos ver el efecto de
mibefradilo sobre el curso temporal de la inactivación de ‘CaL• Así, se ajustó el trazo a O
mV (desde el pico de corriente hasta el final del pulso), a una función biexponencial,
con dos constantes de tiempo, una rápida (tt-) y otra lenta (-rs) (ver protocolo detallado en
la sección “Material y Métodos”).
La corriente de calcio tipo L muestra una inactivación que es inicialmente
rápida, seguida de una caída más lenta hacia la línea de corriente cero. Las dos
constantes de tiempo (rápida y lenta) están representadas en la figura 33, para 16 células
hipertróficas, en ausencia y en presencia de mibefradilo 1 gM.
En las células ventriculares hipertróficas no hay cambios en los valores de la -r~
tras la perfusión con mibefradilo (control: 189±40.4;mibefradilo: 141.6 ±21.5).Por el
contrario, si hay un cambio en la t~; de manera que tras la perfusión con mibefradilo ésta
se hace mayor, es decir se enlentece la caída rápida de la inactivación (control: 10.50 ±
1.00; mibefradilo: 13.10±1.41, p<O.OI).
El hecho de que la corriente diferencia obtenida en las células
ventriculares hipertróficas se inhiba efectivamente en presencia de níquel
y de mibefradilo confirma , una vez más, a dicha corriente diferencia
como ‘Cal.
Por otro lado el mibefradilo es capaz dc inhibir la corriente ‘cal,
sin modificación de la cinética de la corriente. Además El efecto del
mibefradilo sobre 1c»i. depende del potencial de reposo utilizado,
observandose un bloqueo más potente a —50 mV que a —90 mV y muestra

















Figura 33. Constantes de tiempo de la inactivación rápida (w) y lenta (rs) en 16 células
hipertróficas. Las barras blancas son los valores en ausencia de fármaco y las barras
negras en presencia de lytM de mibefradílo. Valores en media ±EEM. ‘~<, p<O.Ol
control vs mibefradilo.
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4.5. MODULACIÓN FARMACOLÓGICA DE
‘CaT
La modulación farmacológica es otra forma de distinguir unos canales de calcio
de otros. Se conoce muy ampliamente y de manera bastante concisa la sensibilidad a
múltiples agentes farmacológicos y transmisores en el caso de los canales de calcio tipo
L, pero la modulación del canal T no está aún muy bien descrita y existen pocos
estudios en este campo. Además, los resultados obtenidos en muchos casos son
polémicos sin llegar a una idea clara de la acción de determinadas sustancias sobre la
comente ‘CaT~ De hecho, la falta de una sustancia que bloquee selectivamente ‘Ca~F, no ha
facilitado la labor de caracterización del canal y su modulación. De cualquier forma, la
búsqueda de este tipo de sustancias en los últimos años ha mostrado una variedad
importante de fármacos capaces de modificar ‘C~T•
En esta Tesis Doctoral hemos estudiado la modulación farmacológica de ‘CaT,
por una serie de fármacos y neurotransmisores, así como péptidos internos cuya acción
sobre el canal L está ya bien documentada, pero que a nivel del canal T, resulta poco
clara o contradictoria.
4.5.1. NIFEDIPINO Y BAY K8644
Los antagonistas del calcio de tipo dihídropirídmna son unos de los más potentes
bloqueantes de los canales de calcio. A pesar de que los primeros artículos publicados
indicaban una falta de sensibilidad de las dihidropiridinas agonistas y antagonistas por
el canal T, con el tiempo varios artículos han descrito una inhibición de ‘CUT, utilizando
concentraciones semejantes a aquellas utilizadas para la inhibición del canal L (Bean,
1985; Akaike y cols., 1989; Bonvallet y Rougier, 1989; 1-tirano y cols., 1989; Loirand y
cols., 1989; Tseng y Boyden, 1989; Kuga y cols., 1990; Bois y Lenfant, 1991; Takahshi
y Akaike, 1991; Alvarez y vassort, 1992; Cohen y cols., 1992; Romain y cols., 1992;
Wu y cols., 1992; Rubio y cols., 1993; Ertel y cols., 1997).
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También es cierto que hay una amplia gama de dihidropiridinas y no todas
presentan el mismo porcentaje de inhibición y no para todas ‘CaT se muestra igual de
sensible. Las dihidropiridinas elegidas en nuestro estudio han sido el nifedipino, una
dihidropiridina antagonista y el BAY K 8644, una dihidropiridina agonista, a la
concentración de 1 kM.
4.5.1.1. Nifedipino
Los protocolos utilizados para la obtención de la corriente T son los mismos que
los utilizados en casos anteriores, al igual que la forma de obtención de la relación
densidad de corriente voltaje. En la figuras siguientes, únicamente mostramos ya el
efecto de los fármacos sobre ‘CaT, por lo que se muestra la relación densidad de
corriente-voltaje sólo para la corriente T diferencia. El fármaco se añadió a la solución
de perfusión y se dejo actuar durante 5-10 mm.
El nifedipino se preparó haciendo previamente una solución madre concentrada
disuelta en DMSO, de la que se fueron haciendo diluciones posteriores hasta alcanzar la
concentración final, (de este modo, la cantidad de DM50 presente en nuestra solución
de perfusión era la mínima posible). Todos los experimentos se realizaron en oscuridad
ya que es un fármaco sensible a luz.
Los resultados obtenidos para el nifedipino se muestra en la figura 34. El
nifedipino produjo una inhibición marcada de la corriente ‘CaT’ La densidad en el pico
de corriente a -20 mV en condiciones controles be de -5.20 ±0.83 pA/pF, valor que
disminuyó hasta - 1.75 ±0.28 pA/pE tras la perfusión del fármaco durante 5 mm. Por
tanto, produjo alrededor de un 77% de inhibición de 1car en 6 células ventriculares
hipertróficas. Para evitar posible errores por contaminación con corriente ‘caL, vemos
como la inhibición de ‘GaT a -40 mV es muy semejante alrededor del 80% (control:
-2.12 ±0.62 pA/pE; nifedipino: -0.37 ±0.04 pA/pF). Como era de esperar, el
nifedipino, también produjo una inhibición del 75% en la corriente ‘Caí., ya que a O mV
desde el PF de -50 mV (potencial al que solo se pone de manifiesto ‘caL) se produjo una
disminución de la corriente desde -6.47 ±0.99 pAlpE, valor control, a -1.64 ±0.34
pA/pE, con nifedipino. Este resultado es consistente con las observaciones hechas por
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otros autores con nifedipino 1 ~tMsobre el canal T en diferentes tejidos (Akaike y cols.,
1989; Alvarez y Vassort, 1992; Wu y cols., 1992).
NIFEDIPINO
mV
Figura 34. Efecto de nifedipino 1 gM sobre la corriente ‘CaT~ Datos presentados como
media ±EEM (n = 6). Y, en control; V, en presencia del fármaco.






4.5.1.2. BAY K 8644
Otra evidencia del diferente comportamiento farmacológico del canal T frente al
L proviene de los experimentos con HAY K8644, una dihidropiridina que ha
demostrado tener efectos agonistas sobre los canales de calcio ya que aumenta
significativamente la corriente IcaL(Hess y cols., 1984).
El HAY K8644 se preparó disolviéndolo primeramente en DM50 para la
obtención de una solución madre a partir de la cual se hicieron las diluciones pertinentes
hasta alcanzar la concentración final de 1 ~tM.Tanto su preparación como la realización
de los experimentos se llevaron a cabo en completa oscuridad debido a la extrema
sensibilidad del fármaco a luz. La corriente ‘CaT se puso de manifiesto siguiendo el
mismo protocolo experimental que en casos anteriores.
El efecto del BAY K8644 se obtuvo en 6 células ventriculares hipertróficas y
queda expuesto en la figura 35. El HAY K8644 no produjo ningún efecto sobre la
corriente ‘(DaT, de manera que en condiciones controles, la media de los valores
obtenidos para 1CaT a —40 mV y en el pico de corriente a —20 mV fueron de —0.99 ±0.27
pA/pF y —3.11 it 0.53 pA/pE respectivamente. Una vez que se perfundió la célula
durante 5-10 mm. con HAY K8644, los valores obtenidos de ‘(DaT a esos mismos
potenciales fueron de —0.88 ±0.18pAlpE (-40 mv) y —3.42 ±0.80 pAlpE (-20 mV), sin
producir cambios en la dependencia de voltaje.
La figura
35a muestra los trazos de corriente obtenidos, en una célula
hipertrófica representativa del total, cuando el pulso test fue de —40 mV, en situación
control y después de perfundir la célula con HAY K8644 1 1M. Se observa como desde
el PF de —90 mV existe una corriente de entrada que no se ve al PF de —50 mV y que al
hacer la substracción se manifiesta como ‘CaT• Tras la perfusión con HAY K8644 1 xM
la corriente permanece casi inalterada y los trazos son semejantes a los encontrados en
condiciones controles.
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La corriente ‘Caí,, como ya habia sido descrito, se vio aumentada por la acción
del BAY K8644 1 gM. Así en el pico de corriente al PF de —50 mV obtenemos un valor
de —13.50 ±0.95 pA/pP en condiciones controles que se ve aumentado hasta —19.00 ±
1.91 pAlpE con el fármaco.
El efecto del BAY K8644 sobre ‘CaT ha sido estudiado también por otros autores,
en diferentes tipos de preparaciones, y apoyan los resultados presentados en esta Tesis
Doctoral (Bean, 1985; Mitra y Morad, 1986; Bonvallet y Rougier, 1989; Hirano y
cols., 1989). En cambio, en otros casos han visto que la corriente ‘(DaT se ve aumentada
por efecto del BAY K8644 1 ~tM,pero en menor medida que la corriente ‘Caí, (Alvarez
y Vassort, 1992).
También estudiamos la acción del BAY K8644 sobre la inactivación en estado
estacionario del canal T por acción del BAY K8644 y el curso temporal de la
inactivación.
El BAY K8644, no afecta la inactivación en estado estacionario del canal T
(Figura 36) ya que ambas curvas, en presencia y ausencia del fármaco están
superpuestas. Los valores de Ja V50 y K fueron obtenidos ajustando los valores
normalizados a una función distribución de Boltzmann, siendo el valor de la V50 -60.63
±3.49mV y -61.20 ±4.50mV en control y con BAY K8644 respectivamente; y el valor
de la pendiente K fue de -7.62±1.68 y -8.47 ±3.07 en control y con BAY K8644 (n =
6).
El BAY K8644 tampoco afectó al curso temporal de la inactivación por ajuste
del trazo a —40 mV a una curva monoexponencial con una constante de tiempo (‘u) y su







Figura 35. Efecto del BAY K8644 sobre la corriente ‘C-aT• A, trazos a —40 mV desde un
IT de —90 mV y —50 mV y la corriente diferencia en control y tras la perfusión con el
fármaco en una célula hipertrófica representativa del total. B Relación densidad de
corriente-voltaje de ‘(DaT en ausencia (Y) y en presencia de BAY K8644 (V). Datos






















Figura 36. Curva de inactivación en estado estacionario de ‘Cay en control (Y) y con
BAY K8644 (V) 1 ~M en 6 células hipertróficas. Datos ajustados a una ecuación de
Boltzmann y presentados como media ±EEM.
Tabla 14. Parámetros del curso temporal de la inactivación de la corriente ‘(DaT a —40
mV en ausencia y presencia de HAY 1<8644 1 iM
2
-70 -60 -50 -40 -30 -20 -10
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4.5.2. EFECTO DE PÉPTIDOS INTERNOS
NEUROTRANSMISORES
Numerosos neurotransmisores y péptidos internos parecen alterar la corriente
‘(DaT (Vassort y Alvarez, 1994; Ertel y cols., 1997). En esta Tesis Doctoral nos hemos
centrado en el estudio de dos péptidos, la angiotensina II y la endotelina 1, sustancias
que parecen modular las corrientes de calcio (Ono y cols., 1994; Thomas y cols., 1997;
Zhu y cols., 1997) y estar relacionadas con procesos de hipertrofia (Aceto y Baker,
1990; Shubetia ycols., 1990; Ito, 1997; Moreau, 1998; Wollert y Drexíer, 1999).
Para ambas sustancias hemos estudiado su efecto sobre la corriente ‘(DaT en sí,
sobre la inactivación en estado estacionario y sobre el curso temporal de la inactivación.
4.5.2.1. Angiotensina II
La angiotensinail (Ang II) es un péptido formado por 8 aminoácidos procedente
de la activación de la angiotensina 1 por el enzima de conversión de angiotensina. La
Ang II puede alterar la función cardiaca mediante modificación del tono vascular
coronario, por un efecto directo sobre los receptores o por promover la hipertrofia
cardiaca (iohnston, 1990). En el músculo cardiaco, la Ang II incrementa la
contractilidad, pudiendo estar dicho efecto mediado por mecanismos directos o
indirectos (Lindpaintner y cols., 1988). Además, se ha comprobado que la Ang II
aumenta la disfunción diastólica en corazones aislados de conejo, ejerciendo un efecto
directo adverso en la disfunción diastólica durante los procesos de isquemia reperfusión
(Mochizuki y cols., 1992). También, se ha implicado a la Ang II en el desarrollo de
hipertrofia cardiaca. Se ha demostrado que la Ang II es un potente estímulo directo para
la síntesis de proteínas y crecimiento celular (Aceto y Baker, 1990) y estudios
realizados sobre la reversión de la hipertrofia con IECAs indican que la Ang II
desempeña un papel importante en la hipertrofia cardiaca (Pfeffer y cols., 1982; Baker y
cols., 1990; Schelling y cols., 1991) (ver introducción).
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Debido a la relación entre el canal de calcio tipo T y los procesos de
crecimiento, entre ellos la hipertrofia cardiaca, y debido también a la relación entre la
Ang II, la hipertrofia y la modulación de las corrientes eléctricas por este péptido,
decidimos estudiar el efecto de este péptido sobre 1C-JT en nuestras condiciones
experimentales.
Las corrientes se pusieron de manifiesto siguiendo los protocolos previamente
expuestos en el apartado de “Material y Métodos”, y posteriormente resumidos en
distintas secciones. La Ang II se añadió a la solución de perfusión en una concentración
de 100 nM y tras la obtención de un registro control, se perfundió a la célula con la Ang
II durante 5-10 mm. para asegurarnos su efecto.
El efecto que la Ang II produjo sobre ‘(DaT en nuestros miocitos ventriculares
aislados de corazones hipertróficos se observó en un total de 6 células. La Ang 11 a la
concentración de 100 nM no produjo acción ninguna sobre la corriente ICaT, siendo la
densidad de corriente a —40 mV de —0.37 ±0.02 pA/pE en control y —0.34 ±0.07 pA/pF
con Ang II.
La relación densidad de corriente-voltaje se muestra en la figura 37 y se realizó
en un total de 6 células ventriculares hipertróficas. Se observa como la Ang JI no
modifica la corriente T en ninguno de los puntos, ni tampoco la dependencia de voltaje
de la corriente, siendo la densidad en el pico de corriente a —20 mV de —3.15 ±0.43
pA/pE en control y de —3.40±0.57pAlpE tras la perfusión con Ang II.
La inactivación en estado estacionario se obtuvo realizando el protocolo de
doble pulso ya descrito anteriormente y utilizado en la caracterización y modulación de
‘CaL Los datos, como ya se ha venido haciendo, se ajustaron a una función de
distribución de Boltzmann obteniendo el valor del 50% de inactivación, Vs
0, y la
pendiente de la curva en el punto de inflexión, K. La Ang II tampoco modificó la
inactivación del canal, siendo los valores de V50 -54.63 ±2.18mV y -53.18 ±1.02 mV





Figura 37. Efecto de la Ang II sobre la corriente ‘(DaT, relación densidad de corriente-
voltaje de ‘(DaT en 6 células hipertróficas, en control (Y) y con Ang 11100 nM(V). Datos
presentados como media ±EEM.











Figura 38. Inactivación en estado estacionario de ‘(Dal U, en control; O, en Ang II 100
nM, realizada en 5 células hipertróficas. Datos en media ±EEM.
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Cabría esperar que si la Ang II no modifica ‘(DaT, su dependencia de voltaje, ni
su inactivación en estado estacionario, tampoco modificaría el curso temporal de la
mactivación. Los resultados obtenidos en 6 células mostraron que al ajustar los trazos
obtenidos al pulso despolarizante de —40 mV desde un PE de —90 mV, a una función
monoexponencial, ni la constante de tiempo (-u), ni su amplitud, se vieron modificados
al añadir Ang II a la solución de perfusión. Por tanto, efectivamente la Ang II, a la
concentración 100 nM, no produjo cambios en la caída de la corriente con en el tiempo.
Los datos para la -r y la amplitud se exponen en la tabla 15.
Tabla 15. Parámetros del curso temporal de la inactivación a —40 mV en ausencia y en
presencia de Ang II lOOnM.
ANG II
c (ms) 35.34±7.48 34.90 ±7.48
Amplitud (pA) -159 ±46.55 -174.2±46.93
N 6 6
Datos en media zfr EEM.
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4.5.2.2. Endotelina-L
La endotelina es un péptido de 21 aminoácidos que se aisló originalmente en el
endotelio vascular, mostrando potentes efectos vasoconstrictores (Yanagisawa y cols.,
1988) así como efectos directos en el miocardio (Ishikawa, 1988; Karmazyn 1996).
Actualmente, se conoce que la endotelina no es producida únicamente por células
vasculares sino que células no vasculares tales como los miocitos cardiacos también
son capaces de producirla (Suzuki y coN., 1993). De hecho, juega un papel importante
en los procesos de transducción que regulan procesos fisiológicos y patofisiológicos en
el corazón (Bax y cols., 1993; Masaki, 1993; Karmazyn, 1996; Moreau, 1998). De todos
modos, los mecanismos precisos por los que la endotelina ejerce sus acciones en el
miocardio no son totalmente conocidos.
La endotelina-l (ET-1) se ha visto que puede inducir un efecto inotrópico
positivo en varias especies (Moravec y cols., 1989; Kelly y cols., 1990; Endoh y cols.,
1991). Además, la endotelina induce la mitogénesis de las células vasculares de
músculo liso (Komuro y cols., 1988: Ohístein y cols., 1992) e hipertrofia de las células
miocárdicas (Shubetia y cols., 1990; Ito, 1997; Moreau, 1998), indicando que la
endotelina podría ser importante en el desarrollo de la arteriosclerosis e hipertrofia
cardiaca.
Por último, se ha descrito una regulación de los canales iónicos por la
endotelina, aunque en muchos casos los resultados son contradictorios (Washizuka y
cols., 1997; Furukawa y cols., 1992; Ono y cols., 1994; Tanaka y cols., 1998). Algunos
estudios se han realizado a nivel de la corriente ‘(DaT, y mientras Furukawa y cols.,
(1992) describen un aumento de esta corriente por la ET-1, Tanaka y cols., (1998),
describen una inhibición.
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Por todo lo explicado anteriormente, nosotros nos decidimos a estudiar en un
grupo de experimentos, el efecto de ET-l a la concentración de 10 nM, sobre ‘(DaT en las
células ventriculares aisladas de corazones hipertróficos de rata.
Los resultados se obtuvieron en un total de 6 células. El canal T se obtuvo como
la diferencia entre las corrientes registradas al PF de —90 mV menos las corrientes
registradas al PP de —50 mV. El protocolo ya se ha explicado anteriormente y viene
ampliamente descrito en la sección correspondiente de material y métodos. La ET-1 se
utilizó a la concentración de 10 nM y se perfundió durante al menos 10 mm. para que su
efecto se estabilizara. Los resultados obtenidos para ‘(DaT se muestran en la figura 39.
En la figura 39A, se observan los trazos obtenidos para una célula hipertrófica
representativa del total. Aparece el registro de corrientes al pulso despolarizante de —40
mV, al PP de —90 mV, de —50 mV y la corriente diferencia obtenida al restar ambos
trazos o 1(2aF~ Como vemos en presencia de ET-1, la corriente obtenida en condiciones
controles disminuyó considerablemente. Tras pasar durante 10 mm. la solución de
registro libre de fármaco, para lavar el efecto de ET-1, se observa como ‘(DaT comienza a
recuperarse
En la zona B de la figura 39, se muestra la relación densidad de corriente-voltaje
para ‘(DaL en presencia y ausencia de ET- 1 10 nM. La ET- 1 disminuye de forma
significativa ‘(DaT de manera que en el pico de corriente a —20 mV, la densidad de
corriente es de —2.74 ±0.34 pA/pF en control y disminuye hasta —1 .013±0.29 pA/pF
tras el efecto de ET-1, con una p<O.Ol. Al potencial de —40 mV, que es él mostrado en
los trazos, la densidad de corriente también se ve significativamente disminuida desde
un valor de —1.2 ±0.49 pA/pF en control hasta -0.44 ±0.10pA/pP con ET-1, con una
p<0.05.
En vista de estos datos podemos concluir que la ET-1 10 nM, en nuestras
condiciones experimentales, produce una reducción de ‘(DaT de forma significativa con













Figura 39. Efecto de ET-l sobre la corriente WaT. A, trazos representativos de una
célula hipertrófica a —40 mV, registrados al PP de —90 y —50 mV y la corriente
diferencia o ‘(DaT, en control, en presencia de ET-l 10 nM y después de 10 mm. de
lavado. B, Curva densidad de corriente-voltaje obtenida de 6 células hipertróficas, en
control (Y) y tras la perfusión durante 10 mm. con ET-l (y). Datos en media ±EEM. ‘~<,
p-<0.05; ~, p<O.Ol control vs ET-l.
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El estudio de la inactivación en estado estacionario de ‘(Daf, se realizó
siguiendo el protocolo de doble pulso anteriormente explicado y ajustando los valores
normalizados a una función de distribución de Boltzmann para la obtención de la V50 y
la K. El efecto se observó en un total de 6 células. La ET-l no modificó en ningún caso
la inactivación siendo los valores de la V50 de —57.36 ±3.02 mV y —58.91 ±1.37 mV
en control y tras el paso de ET-1 respectivamente. Tampoco se modificó la 1< siendo su
valor de —7.84 ±1.22 en control y —7.64±0.82 con ET-1 (figura 40).
Respecto al curso temporal de la inactivación, medido en los trazos a —40 mV en
6 células hipertróficas, vemos que la ET- 1 a la concentración de 10 nM si modifica la
caída de la corriente con el tiempo. Los valores que se obtuvieron para la constante de
tiempo ‘u y su amplitud correspondiente se muestran en la tabla 16. Se produce un
enlentencimento significativo del curso temporal de la inactivación en presencia de ET-
1, con una p<O.O5. El valor de la ‘u se hace mayor y la amplitud disminuye.
Tabla 16. Parámetros del curso temporal de la inactivación a —40 mV de ‘(DaT, en control
y en presencia de ET-l 10 nM.
¡ CONTROL ET-1
‘u (ms) 38.02±8.91 76.51 ±12.61*
Amplitud (pA) -195.9±53.36 -41.14±744*
N 6 6






Figura 40. Efecto de ET-l sobre la inactivación en estado estacionario de ‘(DaT en un
total de 6 células ventriculares hipertróficas. U, en control; A, con ET-1 10 nM. Datos
presentados como media ±EEM.
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4.5.3. EFECTO DE LA ESTIMULACIÓN ADRENÉRGICA
SOBRE ICaT~
Los efectos de las catecolaminas sobre el corazón son mediados a través de una
secuencia de eventos que comienza con la liberación de noradrenalina, desde las
terminaciones nerviosas adrenérgicas, y las posterior estimulación de los receptores 3 y
a localizados en la membrana celular del miocito cardiaco (Hescheler y cols., 1988).
La corriente de calcio es una de las corrientes moduladas a través de la
estimulación adrenérgica tanto a como 13. Existen muchos estudios sobre el efecto de Ja
estimulación 1~ sobre la corriente bzaL y el aumento que produce en ella, el cual es
mediado a través de la adenilato-ciclasa y la activación de la proteína kinasa A (Bean y
cols., 1984; Scamps y cols, 1990; Alvarez y Vassort 1992;). También es conocido el
efecto de la estimulación a sobre ‘Caí., y aunque en un principio se describió una
disminución de ‘CaL por efecto de ésta estimulación, actualmente está aceptado que se
produce un aumento de ‘Caí, tras la estimulación de los receptores a-adrenérgicos
(Benham y Tsien, 1988; Hartmann y cols., 1988; Liu y cols., 1994).
Los estudios realizados al nivel de ‘(DaT son mucho menos conocidos y más
polémicos tanto en la estimulación a como [3y mucho más dependientes de las especies
animales, y condiciones utilizadas en cada estudio. Por ello, nosotros nos decidimos a
estudiar la modulación de ‘(DaL, encontrada en nuestras células ventriculares
hipertróficas, por ambos tipos de estimulación adrenérgica.
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4.5.3.1. Efecto de la estimulación 13
Todavía hoy permanece en la incertidumbre la sensibilidad de la corriente ‘(DaT a
los agonistas 3 tales como el isoproterenol. En los estudios electrofisiológicos en célula
entera realizados en aurícula de perro (Bean, 1985), en ventrículo de cobayo (Tygat y
cols., 1988) en aurícula de rana, (Charinet y cols., 1991) y aurícula de conejo (Hagiwara
y cols., 1988), se ha visto que 1(DaT no presenta sensibilidad a las intervenciones [3—
adrenérgicas y permanece inalterada. En cambio, estudios realizados con la misma
técnica electrofisiológica, en aurícula de rana (Alvarez y Vassort, 1992; Alvarez y cols.,
1996), en células ventriculares y de Purkinge de perro (Tseng y Boyden, 1991) y en
ventrículo de cobayo (Mitra y Morad, 1986), se ha observado un aumento de la
corriente ICar de un 25-100% por acción del isoproterenol 1 ~tM.
Los experimentos realizados con isoproterenol, a la concentración de 1 iM, en
nuestras células ventriculares hipertróficas, dejando actuar al fármaco durante 5-10 mm.
desde el inicio de su perfusión, para que su efecto se estabilizara. Los protocolos
utilizados, tanto para la obtención de ‘(DaT, la relación densidad de corriente—voltaje, la
inactivación en estado estacionario, como la obtención del curso temporal de la
inactivación fueron los mismos que los que se han venido describiendo para otros
fármacos y como ya he citado anteriormente, están ampliamente descritos en la sección
correspondiente de “Material y Métodos”.
En Ja figura 41A, se muestran los trazos representativos de una célula ventricular
hipertrófica en condiciones controles y tras ser perfundida con isoproterenol 1 iiM. Los
trazos se obtuvieron por despolarización de la membrana a —40 mV desde el PF de —90
mV, el cuál pone de manifiesto fundamentalmente ‘(DaT a ese potencial de —40 mV, o al
PE de —50 mV, que pone de manifiesto fundamentalmente ‘(DaL• De la substracción de
los trazos obtenidos a ambos potenciales, obtenemos ‘(Dal pura. Sc observa como la
corriente a —40 mV que se registró en control se ve aumentada en presencia de
isoproterenol.
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La relación densidad de corriente-voltaje de ‘(DaT registrada a diferentes
potenciales test se muestra en la figura 41B. Se ha obtenido de una media de 6 células
hipertróficas ventriculares. El isoproterenol 1 jtM produjo un aumento significativo de
la corriente a prácticamente todos los potenciales. La densidad en el pico de corriente a
—2OmV, aumentó desde —3.21 ±0.60 pA/pF, en condiciones controles a —5.97 ±0.84
pA/pE en presencia de isoproterenol, con una p <0.05. Del mismo modo a —40 mV,
donde prácticamente no es posible la contaminación con corriente ‘CaL, el isoproterenol
produce un aumento de la corriente desde —0.37 ±0.06 pA/pP (control) hasta -0.70 ~
0.03 pA/pP (isoproterenol), con una p <0.05.
El porcentaje de aumento de la corriente ‘cay en presencia de isoproterenol 1 ~iM
está alrededor de un 90 %.
La inactivación en estado estacionario se realizó en 4 células ventriculares
hipertróficas. Los datos se normalizaron por el valor máximo de corriente obtenido y se
ajustaron a una función de distribución de Boltzmann para la obtención de los valores
de la V50 y la K. El isoproterenol 1 kM no modificó ninguno de los parámetros de la
inactivación, siendo la V50 de —64.33 ±3.72 mV y —63.71 ±2.14 mV en ausencia y
presencia de isoproterenol respectivamente. La K para ambos casos fue de —8.87 ±2.51
en control y —6.60±1.47 con isoproterenol.
El curso temporal de la inactivación de la corriente ‘(Dal sí que se vio alterado en
presencia de isoproterenol 1 gM. Se obtuvo de una media de 5 células al pulso
despolarizante de —40 mV, ajustando la caída de la corriente desde el pico máximo hasta
el final del pulso, a una ecuación monoexponencial, con una constante de tiempo, -u. El
isoproterenol no sólo aumentó la amplitud de la corriente sino que también aceleró el
curso temporal de la caída de la corriente, de manera que el valor de Ja u disminuye en
presencia del fármaco. Los datos se resumen en la tabla 17.
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Figura 41. Efecto del isoproterenol 1 gM sobre kaT. A, trazos a -40 mV en una célula
hipertrófica representativa del total, desde un PE de -90 mV, -50 mV y la corriente
diferencia o ‘C?af, en control y con isoproterenol. B, relación densidad de corriente-
voltaje en un total de 6 células ventriculares hipertróficas, en ausencia (Y) y en
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Figura 42. Efecto del isoproterenol 1 >.iM sobre la inactivación en estado estacionario
de ‘(Daí• •, control; El, isoproterenol. Datos presentados en media ±EEM.
Tabla t7. Parámetros del curso temporal de la inactivación de la ‘(DaT en presencia y
ausencia de isoproterenol 1 pM.




Los receptores a1-adrenérgicos se han encontrado en el miocardio de todas las
especies de mamíferos. Aunque los mecanismos asociados a su activación no se han
terminado de dilucidar, parece ser que los efectos de la estimulación a1-adrenérgica en
el corazón puede variar en importancia, según el proceso patofisiológico en el que esté
implicada. En condiciones fisiológicas, juega un papel en el crecimiento cardiaco, la
contracción, y tanto en la función antiarritmica como en la adaptación cardiaca a
diferentes situaciones. Esta estimulación también se relaciona con algunos procesos
patofisiológicos como isquemia-reperfusión, acondicionamiento isquémico e hipertrofia
cardiaca. Su función en infarto de miocardio es polémica aún hoy. La evidencia
experimental sugiere que los receptores a1-adrenérgicos pueden tener tanto efectos
beneficiosos como perjudiciales en el corazón (para revisión: Terzie y cols., 1994;
Endoh, 1996; Li y cols., 1997). Por ello, un conocimiento mayor de su función en las
diferentes situaciones fisiológicas y patofisiológicas contribuirá a un mejor
conocimiento de su relevancia clínica.
Como ya se mencionó al inicio de este capítulo, los estudios realizados sobre la
estimulación a1-adrenérgica en el canal de calcio tipo T es contradictoria, por ello,
nosotros nos decidimos a concluir esta Tesis Doctoral analizando cual es el efecto de los
agonistas a1 sobre ‘(DaT.
Para el estudio utilizamos fenilefrina (fármaco agonista a1) a una concentración
de 1 M, que se añadió a la solución de perfusión y tras obtener un registro control, se
dejó perfundir durante al menos 5 mm. Los protocolos de obtención de ‘(DaT fueron los
mismos que los ya utilizados a lo largo de toda esta Tesis Doctoral (ver “Material y
Métodos”, protocolo experimental).
Los resultados obtenidos sobre ‘(DaT por la estimulación a1, mediante fenilefrina
se exponen en la figura 43.
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En la figura 43A, se muestran los trazos obtenidos al potencial test de —40 mV
para una célula ventricular hipertrófica representativa del total. ‘(Dav se obtiene como la
corriente diferencia entre la corriente obtenida a —40 mV desde el PF de —90 mV menos
el registro a —40 mV desde el PE de —50 mV. Los trazos de corriente de la parte superior
muestran el primer registro control, y los siguientes, muestran como tras el paso de
fenilefrina 1 }xM se produce una disminución de ‘ar• Si posteriormente se vuelve a
perfundir la célula con solución de registro libre de fármaco durante otros 5-10 mm. se
produce el lavado del efecto de fenilefrina, recuperándose parcialmente la corriente ‘cay•
La figura 43B muestra la curva densidad de corriente-voltaje obtenida en
situación control (triángulos negros) y después de perfundir las células con fenilefrina
(triángulos blancos). Se observa el efecto de disminución de la corriente &aT por efecto
de fenilefrina, en un total de 5 células hipertróficas. La fenilefrina 1 ~¡Mproduce un
efecto de disminución de ‘(DaT a los diferentes pulsos despolarizantes, de manera que en
el pico de corriente a —20 mV la densidad de corriente fue de —2.74 ±0.42 pA/pF en
control, y disminuyó hasta —1.41 ±0.18 pA/pE tras la acción de la fenilefrmna,
disminución estadisticamente significativa con una p<O.Ol. Lo mismo ocurre si nos
fijamos en el pulso test de —40 mV, donde 1(DaL está prácticamente inactiva y no
interfiere en la medida de ‘(DaT, donde se obtuvo un valor de —0.90 ±0.29 pA/pP en
control y —0.30±0.14pA/pP con fenilefrina, con una p<O.OS.
El porcentaje de disminución de ‘(DaT en presencia de fenilefrina 1 y¡M está
alrededor de un 60%.
También en este caso se estudió el efecto de la fenilefrina sobre la inactivación
en estado estacionario de ‘caí, en un total de 5 células ventriculares hipertróficas. Los
resultados se muestran en la figura 44. Se observa como la fenilefrina 1 ~M no produjo
ningún cambio significativo en la inactivación. Los parámetros V
50 y K obtenidos por
ajuste de los datos normalizados a una función de distribución de Boltzmann son:

















Figura 43. Efecto de fenilefrina 1 gM sobre ‘(DaT. A, trazos representativos a —40 mV de
una célula ventricular hipertrófica de la corriente obtenida desde el PF de —90 mV, -50
mV y la corriente diferencia o 1(DaT, en control, en presencia de fenilefrina y tras el
lavado del fármaco. B, relación densidad de corriente-voltaje de ‘(DaT en 5 células
hipertróficas en control (Y) y con fenilefrina (y). Datos presentados como media ±
EEM. ~, p<O.O5; ‘~, p<O.OI control vs fenilefrina.
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Figura 44. Efecto de la fenilefrina 1 gM sobre la inactivación en estado estacionario de
‘(DaT U, en control y O, con fenilefrina lxM en 5 células ventriculares hipertróficas.
Datos presentados como media ±EEM.
E!
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Respecto al efecto que produjo la fenilefrina sobre el curso temporal de la
inactívación, los parámetros vienen resumidos en la tabla 18. Los resultados se
obtuvieron por ajuste de los registros obtenidos a —40 mV, a una ecuación
monoexponencial de una constante de tiempo, r. La fenilefrmna produjo un retardo en el
curso de la caída de la corriente con el tiempo de modo que el valor de ‘u aumentaba, de
manera significativa, en presencia del fármaco. La amplitud disminuye al ser éste el
efecto de la fenilefrina sobre ‘(Day.






-273.4 ±19.8 -74.92 ±16.68*
N 5 5
Datos presentados como media ±EEM. ~, p<O.05 control vs fenilefrina.
La corriente de calcio tipo T, puesta de manifiesto en las células
ventriculares hipertróficas de rata, se muestra susceptible de
modulación farmacológica por diversos agentes. Así, el nifedipino, la
endotelina 1 y la fenilefrina producen una disminución de la corriente,
mientras que el isoproterenol la aumenta y el RAY 1(8644 y la
angiotensina II no la modifican. Toda esta modulación transcurre sin




5.1. ESTUDIO DE LAS CORRIENTES DE
CALCIO TIPO T Y L EN CONTROL Y EN LA
HIPERTROFIA
En la presente Tesis Doctoral se demuestra, por primera vez, la presencia de la
corriente de calcio tipo T en células ventriculares aisladas de corazones hipertróficos de
rata, y al mismo tiempo confirma que en células ventriculares de corazones controles
esta corriente está ausente (Xu y Best, 1990; Walker y cols. , 1993). A su vez, el hecho
de que esta corriente 1(Day sólo se exprese en la hipertrofia, está en concordancia con la
idea general de que 1CÁIF pueda estar involucrada en la regulación de los procesos de
crecimiento en el tejido cardiaco.
5.1.1. ‘GaT Y CRECIMIENTO
Muchos son los artículos y las evidencias que relacionan la corriente ‘(DaT con el
crecimiento celular. La corriente ‘(DaT siempre parece más fácil de observar en tejidos
fetales que en adultos y dentro de los tejidos adultos, en tejidos en crecimiento. Por
ejemplo, las corrientes de calcio tipo T sc han descrito en cuerpos ganglionares de
diámetro pequeño y medio pero no en cuerpos neuronales de gran tamaño (Scorggs y
Fox, 1992). En el músculo esquelético, la corriente ‘(DaT sólo se observó en fibras
musculares de ratas recién nacidas ó en cultivo de tejidos fetales (Bean y Knudson,
1988). Gonoi y Hasegawa, (1987), en su estudio sobre la desaparición paulatina de ‘(DaT
con el crecimiento en fibras musculares de ratón, concluyeron que no parece necesaria
una inervación nerviosa para esta desaparición paulatina de los canales funcionales, sino
que más bien Ja expresión de los canales T está más controlada por mecanismos
endógenos, y factores de crecimiento.
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Esta expresión transitoria del canal de calcio tipo T en tejidos en crecimiento o,
bien su disminución en células adultas, sugiere una vez más, la relación del canal ‘(DaT
con el crecimiento y el desarrollo. En un estudio realizado en células aisladas de aorta
de rata en cultivo se distinguieron cuatro fenotipos celulares diferentes correspondientes
a: 1) células que solo exhiben ‘caí’, 2) células que solo exhiben ‘Caí, 3) células que
exhiben ambas corrientes, y 4) células que no exhiben corrientes (Richard y cols.,
1992). ‘(DaT, únicamente se expresaba de forma transitoria entre los días 5 y 15, periodo
de tiempo en el que las células estaban proliferando.
Se han descrito cambios en la densidad de ‘(DaT en el desarrollo postnatal de
células auriculares de rata (Xu y Best, 1992). La densidad de corriente ‘(Dar se describió
como de 1.44 pA/pF en machos y 1.25 pAlpE en hembras a las 5 semanas después del
nacimiento, momento en el que el crecimiento cardiaco y corporal es máximo; pero la
corriente comienza a disminuir hasta más de una tercera parte de estos valores después
de 13 semanas de vida. La disminución de esta corriente se atribuye mayormente a
cambios en la densidad de canales sin aJteraciones en la conductancia o mecanismos de
apertura y cierre del canal.
En situaciones de tejidos adultos en los cuales debido a diferentes factores se
produce un desarrollo o crecimiento del tejido se ve como reaparece la corriente ‘(DaT O
aumenta en densidad. Asi, en miocitos ventriculares de ratas adultas con tumores
secretores de hormona de crecimiento, la densidad de corriente 1(DaT se ve aumentada
hasta tres veces su valor sin alteración de su cinética ni dependencia del voltaje (Xu y
Best, 1990). En miocitos ventriculares de hámsters con cardiomiopatia hipertrófica
también se observó un aumento de la densidad de ‘(DaT con respecto a su control (Sen y
Smith, 1994). y respecto a la hipertrofia cardiaca, ya Nuss y Houser, (1993),
describieron por primera vez, la expresión de esta corriente ‘(Daf en miocitos
ventriculares aislados de corazones hipertróficos de gato.
Los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral también apoyan la
asociación del canal T con el crecimiento, dado que hemos demostrado la expresión de
la corriente ‘(DaT en miocitos ventriculares de corazones hipertróficos de rata. Así,
llegados a este punto cabe destacar que, el desarrollo de la hipertrofia cardiaca se
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caracteriza por una vuelta a patrones embrionarios mediante una reexpresión de genes
fetales y protooncogenes en el miocito adulto (Marban y Koretsune, 1990)
Uno de los principales enlaces o dispositivos de disparo entre el estimulo inicial
de la hipertrofia y las alteraciones en la expresión génica, parece ser un aumento del
calcio intracelular (ver mecanismos intracelulares de la hipertrofia en introducción). Si
se considera que la elevación de presión podría generar la activación de canales
activados por tensión, presentes en células auriculares y ventriculares cardiacas (para
revisión completa ver: Calaghan y White, 1999), se podría especular que la entrada de
calcio sostenida a su través podía inducir hipertrofia siendo ese aumento de calcio
intracelular el que a su vez pondría en funcionamiento toda la cascada de eventos
necesaria para la activación de la expresión génica, entre ellos la expresión del canal T.
Recientemente, se han identificado los genes que codifican para ‘(DaT (Cribbs y
cols., 1998; Pérez-Reyes y cols., 1998), lo que podría ayudar en futuras investigaciones
a dilucidar el papel de ‘(DaT en el crecimiento cardiaco y/o vascular, la proliferación, el
desarrollo y los procesos de remodelación.
Por último, la presencia de ‘(DaT en células cardiacas humanas y su papel
potencial en la actividad marcapasos, es aún meramente especulativa ya que los tejidos
en los que es más probable encontrar ‘(DaT (nodo senoauricular, nodo auriculo-
ventricular, sistema de His-Purkinje), son precisamente los tejidos que no están
disponibles para los estudios científicos (Richard y cols., 1998).
5.1.2. ‘CaT E 1CaL EN CELULAS CARDIACAS
En el estudio realizado de ‘(DaF y ‘(DaL en esta Tesis Doctoral, en control e
hipertrofia, obtuvimos que la densidad máxima de ‘(DaT observada en células
ventriculares hipertróficas fue de —4.8 ±0.4 pA/pF, mientras que la densidad máxima de
1(DaL fue de —12.4 ±0.9pA/pF, similar a la obtenida en miocitos controles (-13.9 ±1.3
pA/pE). Si ahora hacemos el cociente ‘(DaV1(DaL, el valor que resulta es de 0.3 87, el cuál
es más pequeño que el valor descrito en células procedentes del nodo sinoauricular de
conejo, 1.1, (Fermini y Nathan, 1991), en ventrículo de cordero, 0.56, (Bogdanov y
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col s., 1995) o en aurícula de rata, 0.44, (Alvarez y Vassort, 1992). En cambio es mayor
que el observado en células ventriculares de perro, 0.15, (Tseng y Boyden, 1991) o
ventrículo de cobayo, 0.13, (Balke y cols., 1992). Nuss y Houser, (1993), describieron
una densidad de ‘(DaT de —1.8 ±0.9 pA/pE, en células ventriculares hipertróficas de gato,
valor que está por debajo de la densidad que nosotros describimos también en células
ventriculares hipertróficas pero de rata. Esta discrepancia que surge en los diferentes
valores de densidad de ‘(Dat, e incluso de otras corrientes, entre los diferentes estudios,
se podría atribuir a las diferentes especies animales utilizadas y al método de
disociación, ya que &af es una corriente muy sensible a las enzimas utilizadas durante el
proceso de disociación y a la duración del tratamiento enzimático (Alvarez y Vassort,
1992). Respecto a los diferentes valores observados de ‘(DaT en la presente Tesis
Doctoral y los descritos anteriormente por Nuss y Houser, (1993), en células
ventriculares hipertróficas de gato, una posible explicación radicaría en la duración y
severidad de la hipertrofia cardiaca. Nuestro modelo experimental representa un estadio
de hipertrofia moderada compensada, mientras que en el estudio publicado por Nuss y
Houser, el modelo experimental utilizado fue de una hipertrofia severa. En este sentido
hay que indicar que el argumento sobre el cambio en la densidad de algunas corrientes
iónicas con respecto al grado de hipertrofia ha sido esgrimido ya por Hart (1994), para
explicar las diferencias observadas por diversos investigadores en el caso de la densidad
de 1w. en diferentes modelos experimentales de hipertrofia. Actualmente se acepta que
la densidad de haL puede estar incrementada al comienzo del desarrollo del proceso de
hipertrofia (Kleiman y Houser, 1988; Keung, 1989; Beuckelmann y cols., 1992; Ryder
y cols., 1993), en la hipertrofia compensada que se mantiene cerca de un status
fisiológico o incluso en estadios medios de la enfermedad, la densidad de ‘(D41
permanece inalterada, (Scamps y cols., 1990; Sen y cols., 1990; Brooksby y cols.,
1993b) y disminuye de forma importante en la hipertrofia severa cercana al infarto o la
insuficiencia cardiaca (Nuss y Houser, 1991; Ryder y cols 1991; Rossner, 1991).
En los resultados que nosotros hemos obtenido en cuanto a la densidad de &aL en
hipertrofia y control, se observa que no existe ninguna modificación en los valores de
densidad de ‘(DaL con la hipertrofia. Los animales que utilizamos en esta Tesis Doctoral
fueron sacrificados a las 9 semanas de someterse a una operación para estenosar la aorta
abdominal y así inducir una hipertrofia por sobrepresión. En esos momentos, al hacer el
cociente entre el peso del corazón con relación al peso corporal, éste se encontró un
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27 % mayor en la hipertrofia, por lo que asumimos que nuestro modelo representa en
ese momento un estadio medio de hipertrofia compensada. En todo momento se habla
de densidad de corriente, ya que el conjunto de los estudios que se han presentado sobre
los cambios de las corrientes durante la hipertrofia tienen sus datos normalizados y
referidos a la superficie membranal, la cuál está aumenta en la hipertrofia, de tal manera
que el número de canales de calcio si se ve aumentado y la amplitud de la corriente
también, pero al referirla a la superficie de membrana, la densidad de corriente
permanece inalterada (Scamps y cols., 1990; Gómez y cols., 1997).
El análisis cinético de LaL, en nuestros resultados muestra una dependencia de
voltaje de la activación de la corriente muy similar entre las células controles y las
hipertróficas. En cambio, si nos fijamos en la inactivación en estado estacionario vemos
que existe un desplazamiento de la curva hacia la izquierda (figura 22), es decir, a
potenciales más hiperpolarizados, en el caso de la hipertrofia, el potencial al que se
produce el 50% de inactivación en control es de -19.4 ±0.12mV en control y -3 1.7 ±
1.7 mV en la hipertrofia. Este hallazgo podría ayudar a explicar porqué en la curva
densidad de corriente-voltaje el pico de corriente en la hipertrofia se encuentra a -10 mV
y en cambio en control se encuentra a O mV, es decir, también está desplazado hacia la
izquierda con respecto al control.
Aunque de los experimentos realizados en la presente Tesis Doctoral, no se
puede extrapolar un mecanismo específico para explicar el desplazamiento observado
en la curva de inactivación en estado estacionario en la hipertrofia, sí podríamos
especular que éste podría ser el resultado de un cambio localizado en el potencial de
membrana en la proximidad de los canales de calcio (es decir un cambio en la carga de
la superficie membranal). Por el contrario, el valor al cuál se produce el 50 % de la
activación no se ve prácticamente modificado en la hipertrofia (y50 en control: -13.9 ±
1.1, en hipertrofia: -15.0 ±1.4); (figura 21), lo que sugeriría que la dependencia de
voltaje de la activación está determinado por un mecanismo diferente de aquel
implicado en la dependencia de voltaje de la inactivación.
Aún más, en nuestros experimentos se demuestra que la corriente ventana para
‘(DaL es menor en la hipertrofia que en control (figura 23). Este hallazgo sugiere la
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existencia de un mecanismo compensatorio o bien una respuesta adaptativa del corazón
hipertrófico, para evitar una excesiva prolongación de la duración del potencial de
acción, debido a los otros cambios producidos en las corrientes de membrana (para una
revisión completa ver: I-lart, 1994).
Volviendo de nuevo a ‘(DaT, las características descritas en nuestros resultados
concuerdan con las descritas por otros autores para esta misma corriente (Bean, 1985;
Hagiwara y cols., 1988; Alvarez y Vassort, 1992; Balke y cols., 1992). ‘(DaT se
caracteriza por su dependencia de voltaje ya que se activa a potenciales más negativos
que ‘(Dal, en nuestro caso comienza a activarse a —50 mV presentando un pico máximo
de corriente a —20 mV mientras que ‘caL comienza a activarse entre —30 y —20 mV y
presenta un pico máximo de corriente a —10 mV (en células hipertróficas) o O mV (en
células controles) y además requiere de un potencial de fijación más negativo para su
registro (-90 mV frente a los —SO mV utilizados como potencial de fijación para el
registro de &aL pura). Por otro lado, su cinética es también característica de la corriente
al ser una corriente mucho más rápida y transitoria que ‘(DaL, el tiempo al pico fue de
5.5 ±0.3 ms frente a los 8.1 ±0.3ms obtenidos para fraL. Otra característica de ‘(DaT C5
su no selectividad al bario frente al calcio como ion transportador, ya que su
conductancia no se ve modificada en presencia de uno u otro ion, a diferencia de fraL
cuya conductancia aumenta grandemente en presencia de bario (figura 24). Por último,
‘(DaT se muestra sensible al bloqueo por níquel 50 gM (figura 25).
Seria interesante hacer constar que algunos autores han descrito la existencia de
una corriente cuyas características son muy semejantes a las de la ‘(DaT descrita en la
presente Tesis Doctoral y que podrían ser confundidas entre si. Esta otra corriente de
entrada de bajo umbral, se ha observado en ausencia de Na’ extracelular en células
auriculares humanas (Lemaire y cols., 1995), de rata (Aggarwal y cols., 1997), de
cobayo (Cole y cols., 1997) y células ventriculares de rata (Santana y cols., 1998); Se ha
llamado corriente de calcio sensible a TTX (‘ca-Ti. La relación entre los canales por los
que fluye ‘(DaTTX y 1Na, es aún hoy materia de debate (Santana y cols., 1998; Nuss y cols.,
1999; Nargeot, 2000), ya que algunos autores defienden que es una corriente generada
por la permeabilidad al Ca2~ de los canales de Ná~ clásicos que se vuelven
“promiscuos” al ser modificados por fosforilación en presencia de esteroides
cardiotónicos tales como la ouabaina y digoxina (Santana y cols., 1998), mientras que
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otros autores defienden que existe una subpoblación de canales de Nat funcionalmente
distintos a los canales de Na~ clásicos que en ausencia del agonista o del ion Na~ en el
medio extracelularpodrian dejar pasar a su través calcio (Aggarwal y cola, 1997).
La existencia de k;aT y 1wrx se ha demostrado siempre por separado, pero
actualmente hay un estudio que muestra la coexistencia de ambas corrientes en células
ventriculares de cobayo (Heubach y cols., 2000). Ambas corrientes se muestran con
características diferentes aunque se activen a potenciales muy similares. Son fácilmente
diferenciables utilizando níquel y TTX, ya que ‘(Dat es una corriente insensible a la
presencia de TTX pero se bloquea por níquel, mientras que ‘C?aTTX es sensible a TTX y
no muestra sensibilidad al níquel.
Para finalizar cabe reseñar que debido a que el rango de activación de la
corriente T puede solaparse con la corriente de sodio. Nuestros estudios fueron
realizados omitiendo el sodio de las soluciones y en presencia de TTX (ver sección de
material y métodos). Comparando las corrientes obtenidas en presencia y ausencia de
Na~, actualmente está demostrado que ambas corrientes, 1Nu e ‘(DaT, son independientes
entre sí (Tygat y cols., 1990c). Más aún, en presencia de TTX, la presencia o ausencia
de Na~ en el medio no altera la amplitud ni la cinética de 1caI (Alvarez y Vassort, 1992).
5.1.3. 1CaT Y ARRITMIAS
Además de estar implicada en los procesos de crecimiento y desarrollo, ‘(DaT
puede modular algunas de las características electrofisiológicas del corazón, lo que a su
vez podría dar explicación al papel que desempeña en el ventrículo hipertrófico.
Numerosos estudios clínicos han demostrado que la presencia de hipertrofia
ventricular izquierda aumenta la incidencia de arritmias ventriculares (Levy y cois.,
1987). Por otro lado, las evidencias experimentales sugieren que el mecanismo
responsable para la aparición de estas arritmias incluye la reentrada y las cambios en la
actividad desencadenada (Aronson, 1981; Martins y cols., 1989).
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La existencia de la hipertrofia cardiaca está normalmente asociada a la fibrosis
intersticial (Weber y Brilla, 1991) y a la presencia de áreas de baja conducción o
bloqueo unidireccional, lo que facilitaría la aparición de arritmias por reentrada (Pye y
Cobbe, 1992). Por otro lado, el miocardio hipertrófico presenta un aumento de la
duración del potencial de acción, lo que de por sí podria aumentar el riesgo de actividad
desencadenada (postdespolarizaciones tempranas y postdespolarizaciones tardías).
En este contexto, en los resultados hemos descrito la existencia de una corriente
ventana para ical, que fluye en el intervalo de potenciales entre —60 mV y —20 mV, lo
que podría suponer una corriente de entrada al final de la fase de meseta que facilitaría,
junto con la disminución de I~, el aumento en la duración del potencial de acción del
corazón hipertrófico y aumentaría la probabilidad de la aparición de arritmias por
postdespolarizaciones tempranas (Ertel y cols., 1997). En este sentido sería necesario la
realización de más estudios funcionales que confirmarán el papel de ‘(DaT en alguna de
las arritmias asociadas a la hipertrofia.
‘aT se presenta en un intervalo de potenciales más negativos que 1caL• Basándose
en estos valores, Zhou y Lipsius, 1994, explicaban que únicamente la corriente ‘(Dat,
podría estar contribuyendo a la pendiente diastólica en el potencial de acción (Fase 4).
La idea se apoya en los experimentos realizados con níquel el cual inhibe totalmente la
1(DaT en células marcapasos aisladas de aurícula de gato, y al mismo tiempo al inhibirse
~ también se inhibe la fase de lenta despolarización diastólica. Esta inhibición
produce un aumento en la duración del ciclo del potencial de acción hasta que se
produce el disparo de un nuevo potencial, apoyando la hipótesis de que ‘(DaT contribuye
a la función marcapasos latente. Además parece ser que efectivamente, 1caT está
mayormente implicada en la función marcapasos latente que en la función marcapasos
primaria, ya que en células marcapaso del nodo senoauricular la inhibición de esta
corriente no produce un aumento tan marcado de la fase de lenta despolarización
diastólica entre el final de un potencial de acción y el inicio del otro (Hagíwara y cols.,
1988). De hecho, el niquel produce un mayor efecto en estas células cuando se
hiperpolarizan mediante la inyección constante de una corriente, lo que indica que ‘(Dar
contribuye mayormente a la actividad espontánea a voltajes diastólicos más negativos,
es decir en células latentes. Esto surge también en apoyo de que la aparición de ‘(Dar en
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el ventrículo hipertrófico, podría generar la aparición de focos ectópicos de actividad
espontánea y como consecuencia arritmias.
5.2. MODULACION DE ‘CaT
Aunque la farmacología de los canales de calcio tipo L se ha investigado
ampliamente, debido fundamentalmente a la gran importancia terapéutica de los
antagonistas del calcio utilizados en clinica, no hay tanto conocimiento sobre la
farmacología del canal de calcio tipo T. Sin embargo, aunque se han comenzado a hacer
muchos experimentos al respecto, el conjunto de la literatura publicada es en muchos
casos contradictoria. La mayoría de los agentes farmacológicos probados tienen además
una actividad importante sobre los canales de calcio tipo L, lo que indica que existe
mucha similitud en los sitios de interacción del fármaco con los canales L y T.
5.2.1. EFECTO DEL MIBEFRADILO SOBRE ‘car e ‘CaL
La búsqueda de un bloqueante de los canales de calcio tipo T ha ido adquiriendo
más y más importancia a medida que se van conociendo más propiedades de este canal
y su papel tanto en situaciones fisiológicas como patofisiológicas va siendo poco a poco
esclarecido.
En nuestro caso, ya habiendo sido descrito el efecto inhibitorio del mibefradilo
sobre la corriente ‘(DaT (Osterrier y Holck, 1989), utilizamos este fármaco como simple
herramienta farmacológica para tener un dato más en la caracterización de la corriente
‘(Da encontrada en la substracción de las corrientes obtenidas a los potenciales de
fijación de —90 mV y —50 mV, como ‘(DaT•
En los resultados obtenidos al pulso test de —40 mV, pulso al que fraL está aun
inactiva (como se demuestra al despolarizar la membrana a —40 mV desde el potencial
de fijación de —50 mV), observamos como el mibefradilo es capaz de bloquear de forma
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efectiva la corriente ‘caT, y que este bloqueo fue reversible, ya que tras un tiempo de
lavado la corriente comenzó a recuperarse.
No fue posible realizar la relación densidad de corriente voltaje en presencia de
mibefradilo, porque como después discutiremos, el mibefradilo produjo una
disminución mayor de la corriente ‘(DaL a —50 mV que —90 mV, la corriente diferencia
que obteníamos en mayor que en condiciones control.
El hecho de que el mibefradilo sea un fármaco que bloquee de manera eficaz el
canal de calcio tipo T, abre el campo de la investigación de este canal y facilita su
caracterización bioquímica y funcional, así como la posibilidad de aislar y donar las
proteínas que lo componen, basándose en la afinidad de este fármaco por el canal
(Mishra y Hermsmeyer, 1994a). De hecho, ya actualmente se tienen datos de la
donación de éste y de algunas de sus subunidades como demuestran los trabajos
presentados por Pérez-Reyes y cols., (1998).
La interacción del mibefradilo con los canales de calcio voltaje dependientes, ha
sido estudiada previamente en diferentes modelos, utilizando ratas hipertensas (Hcfti y
cols., 1990), corazones aislados, anillos de diferentes lechos vasculares e intestinales
(Osterrier y Holck, 1989) o miocitos aislados (Liang-min y Osterrier, 1991; Bian y
Hermsmeyer, 1993). El mibefradilo disminuía la presión arterial de modo 3 a 5 veces
más en las ratas hipertensas y tenía un efecto inotrópico negativo más débil sobre la
contracción cardiaca que el verapamilo (Hefti y colss., 1990). Además, la afinidad del
mibefradilo por los canales L de diferentes lechos vasculares y corazón fue en orden
coronarias> venas> corazón (Liang-min y Osterrier, 1991; Bian y Hermsmeyer, 1993).
Los resultados que obtuvimos en la presente Tesis Doctoral al tratar de ver el
bloqueo de mibefradilo sobre el canal T mostraron como este bloqueo, no era selectivo
sino que además ejercía un porcentaje de inhibición sobre la corriente ‘(DaL• Ya estudios
anteriores demostraron que el bloqueo, que un principio se pensó selectivo para el canal
en realidad no era así, y también ejercía un efecto inhibitorio del canal L (Lacinova y
cols., 1995; Abernethy, 1997; Sarsero y cols.. 1998; Karam y cols, 1999; Mocanu y
cols., 1999; Parent de Curzon y cols., 2000).
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Nuestros resultados mostraron que en los miocitos aislados de los corazones
hipertróficos de rata el mibefradilo produjo una inhibición del 50 % en ‘caL obtenida a —
50 mV de PE, mientras que esta inhibición sólo fue del 30% en el PF de —90 mV. Este
efecto dependiente del voltaje del mibefradilo concuerda con resultados expuestos
anteriormente por otros autores en miocitos auriculares de cobayo (Liang-min y
Osterrier, 1991; Ertel, 1996; Bernardeu y Ertel, 1997) y en miocitos cultivados de rata
adulta o neonatal (Margoni y cols., 1997). El hecho de que el mibefradilo sea más
potente a potenciales más despolarizados, hace que su efecto sea más limitado a nivel de
las células cardiacas no automáticas, cuyo potencial de reposo está entorno a —80 mV,
comparado con las células musculares cuyo potencial de reposo está entorno a los —50
mV (Clozel y cols., 1997). Este mismo hallazgo podría sugerir una explicación a cerca
de la disminución de la frecuencia cardiaca en repuesta al mibefradilo descrita
anteriormente (Hermsmeyer, 1998). El potencial de reposo en células automáticas se
encuentra despolarizado con relación al resto del corazón (alrededor de —60 mV) por lo
que el mibefradilo actuaría de forma mayoritaria sobre el canal de calcio tipo T
observado en estas células, el cuál está implicado en la fase 4 del potencial de acción o
fase de lenta despolarización diastólica, de manera que al quedar inhibido en presencia
del fármaco aumentaría el intervalo de tiempo entre potenciales de acción y como
consecuencia disminuiría la frecuencia cardiaca, pero sin llegar a activar los sistemas
presores reflejos.
Por lo que respecta al efecto de mibefradilo sobre la cinética de tcaL, observamos
como este no produjo ningún cambio en las propiedades cinéticas de inactivación en
estado estacionario y reactivación de la corriente, siendo los parámetros de V
50 similares
en presencia y ausencia del fármaco (figuras 29 y 30).
El mibefradilo además se presenta como un bloqueante tónico del canal ‘(DaL y
dependiente de frecuencia, como previamente había sido descrito por Lacinova y cols.,
1995). El bloqueo tónico que ejerce el mibefradilo sobre nuestras células que fue de un
68%, valor bastante importante, mientras que el efecto dependiente de la frecuencia fue
aproximadamente de un 32%. De acuerdo con la teoría de la modulación de receptores
por unión de un ligando (Hille, 1977; Hondeghem y Katzung, 1984), estas propiedades
indican que el fármaco podría interaccionar con diversos estados funcionales del canal.
Por otro lado el mibefradilo actúa ejerciendo el ya descrito bloqueo tónico. Este tipo de
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bloqueo ha tratado de ser explicado por unión del fármaco al estado cerrado o de reposo
del canal (Hondeghem y Katzung, 1984).
Con estos datos, podemos concluir que el mibefradil no sólo bloquca el canal de
calcio tipo T sino también el canal de calcio tipo L, aunque aún así, el bloqueo es más
potente sobre el canal T, ya que éste se bloquea en un 83 % en presencia de mibefradilo
1 gM, mientras que el canal L se bloquea en un 50%. Por último, si se produce un
efecto dependiente de frecuencia, podríamos especular que si al aumentar la frecuencia
el bloqueo es mayor, esto sería útil en el momento de producirse arritmias y taquicardia
en el transcurso de ciertas enfermedades cardíacas, ya que su efecto bloqueante
aumentaría al producirse el aumento de la frecuencia.
5.2.2. NIFEDIPINO Y BAY K8644
A pesar de que inicialmente se describió una falta de sensibilidad del canal T por
las dihidropiridinas agonistas y antagonistas, posteriormente numerosos artículos
describieron un efecto de las dihidropiridinas sobre ‘(DaT a concentraciones muy
semejantes a las utilizadas para la inhibición del canal ‘(DaL (Bean, 1985; Akaike y cols.,
1989; Bonvallet y Rougier, 1989; Hirano y cols., 1989; Loirand y cols., 1989; Tseng y
Boyden. 1989; Kuga y cols., 1990; Bois y Lenfant, 1991; Takahshi y Akaike, 1991;
Alvarez y Vassort, 1992; Cohen y cols., 1992; Romain y cols., 1992; Wu y cols., 1992;
Rubio y cols., 1993; Ertel y cols., 1997).
En nuestro caso hemos utilizado dos dihidropiridinas una agonista, el BAY
K8644 y otra antagonista, el nifedipino, que ejercen diferente acción sobre el canal T.
Así el nifedipino a la concentración de 1 1iM, produce no sólo una inhibición ya
conocida del canal L sino también una inhibición importante del canal T. La densidad
de ‘(DaT a —20 mV en condiciones controles fue de —5.20 ±0.83 pA/pF, pero en presencia
del fármaco se vio inhibida prácticamente en un 80% hasta —1.75 ±0.28 pA/pF. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos por distintos investigadores utilizando también
nifedipino (Akaike y cols., 1989; Alvarez y Vassort, 1992; Wu y cols., 1992). No es
extraño que estos fármacos bloqueen el canal T ya que a concentraciones similares las
182
díhidropiridinas antagonistas tienen también efectos inhibidores sobre la corriente de Na
(Yatani y cols., 1985) y de potasio (Hume y cols., 1985).
Pero no para todas las dihidropiridinas se ha descrito el mismo efecto hay
algunos autores que han utilizado algunas de ellas para poder diferenciar la corriente
‘(Dat de Ica[~, debido a la falta de efecto de la dihidropiridina en cuestión por el canal T.
Así, Bean, (1985) y Balke y cols., (1992), utilizando un rango micromolar de
nitrendipino no observaron efecto sobre el canal T. En contraste, Galán y cols., (1998),
sí observaron un efecto del elgodipino sobre el canal T, aunque en menor medida que
otras dihidropiridinas, como el oxodipino, posiblemente debido a la mayor potencia de
la elgodipino sobre el músculo liso vascular que sobre el corazón.
Los resultados respecto al efecto de las dihidropiridinas sobre ‘(DaT, siguen siendo
hoy en día bastante contradictorios, ya no sólo entre las distintas dihidropiridinas sino
para un mismo fármaco en distintas preparaciones.
En cambio no son tan diferentes los resultados encontrados para el Bay K8644,
una dihidropiridina agonista. Nuestros resultados mostraron que dicho agonista no
produjo ninguna alteración en la densidad de corriente de ‘caí (control a —20 mV: -3.11
±0.53 pAlpE, Bay K8644: -3.42 ±0.80 pA/pF), mientras que a la misma concentración,
la densidad de ‘caL si se vio aumentada. Estos resultados concuerdan con los resultados
anteriormente descritos en aurícula de perro (Bean, 1 985) y en células de Purkinje
(Mitra y Morad, 1986, e Hirano y cols., 1989) mientras que en aurícula de rana se
observó un aumento de ‘Caí por efecto del Bay K8644, aunque en menor medida que
sobre 1ca¡ (Alvarez y Vassort, 1992).
En este punto hay que reconocer, que no sólo las diferentes especies y tipo de
células utilizados pueden explicar los diferentes resultados, sino que incluso los
disolventes utilizados en la preparación de los fármacos influyen. De hecho se ha
descrito que la nifedipina disuelta en DMSO, en vez de acetona o etanol, es más potente
inhibiendo l(Dal, y que sólo en DMSO es capaz de inhibir ‘caí en células de
neuroblastoma (Wu y cols., 1992). Además, es dificil valorar los efectos inhibidores de
las dihidropiridinas sobre 1(Dar y ‘caL, debido a la marcada dependencia de voltaje de
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muchos de los efectos observados para estos fármacos sobre 1caL (Vassort y Alvarez,
1994).
5.2.3. ENDOTELINA-1 Y ANGIOTENSINA II
No más contradictorios que los anteriores son los resultados descritos en la
modulación de ‘caí por péptidos neurotransmisores internos del tipo de la Angiotensina
11 y la Endotelina-1.
Respecto a los resultados obtenidos para la angiotensina II, nosotros
observamos, que este péptido no ejerce acción alguna sobre la corriente ‘(DaT, de manera
que la densidad de corriente permanece inalterada en presencia y en ausencia de la
angiotensina II 100 nM (figura 36). Estos resultados contrastan por un lado con trabajos
publicados que describen un aumento de esta corriente por acción de la angiotensina II,
mediante unión a receptores AT
1 (Cohen y cols., 1988; Bonvallet y Rougier, 1989) y
por otro lado con otros trabajos que describen una disminución, por unión a receptores
AT2 (McCarthy y cols., 1993; Buisson y cols., 1995). El mecanismo de acción por el
cuál la Angiotensina II ejerce su efecto es aún bastante desconocido y complejo. En
células bovinas de médula glomerulosa adrenal, parece que envuelve dos caminos de
transducción en paralelo: la activación de la kinasa II dependiente de calmodulina y la
unión a una proteína U inhibitoria (Ertel y cols., 1997), aunque no se descarta tampoco
la intervención de la PKC (Vassort y Alvarez, 1994).
Por otro lado, la acción de la ET-1 sobre las corrientes de calcio no deja de ser
menos polémica, tanto para ‘cal, como para kaT. En nuestro caso observamos como la
ET- 1, a la concentración de 1 0 nM, produce una disminución significativa de ‘(DaT desde
un valor control de —2.74±0.34pA/pE hasta un valor de —1.01 ±0.29pA/pF con ET-l,
es decir un 70 % de inhibición aproximadamente. Estos resultados se ven apoyados por
los ya descritos recientemente por Tanaka y cols., (1998), en células del nodo
sinoauricular de conejo, en cambio, contrastan por los descritos por Furukawa y cols.,
(1992) en miocitos neonatales de rata. Este último autor describe que el efecto de la
ET-l sobre
1(Daí, es mediado a través de la PKC. Sin embargo, Tseng y Boyden, (1991),
utilizando TPA, un activador de la PKC, describen una disminución de ‘(Da~ en miocítos
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ventriculares de perro y además en células OH3,,, la activación de la PKC por ésteres de
forbol produce una reducción de ‘(DaT (Marchetti y Brown, 1993).
Lo que sí parece más claro es que los cambios inducidos en la amplitud de ‘(DaT
por acción de estos péptidos, transcurre sin cambios significativos en la cinética de la
corriente, tal y como nosotros también describimos (Alvarez y Vassort, 1992).
Todo indica que aún queda mucho por hacer y descubrir con respecto a la
modulación de Ic,,í por péptidos internos neuromoduladores no sólo sobre los
mecanismos intracelulares involucrados en la modulación de los canales de calcio, sino
también a escala funcional y sus posibles implicaciones fisiológicas y patofisiológicas.
5.2.4. ESTIMULACIÓN ADRENÉRGICA
La exposición de nuestras celulas hipertróficas al isoproterenol 1 iM, no sólo
produjo un aumento de la corriente fraL, sino que además, y en nuestro caso, lo que
realmente nos importaba era que también produjo un aumento significativo de la ‘Caí. El
valor de la corriente en densidad en control y en el pico de corriente a —20 mV fue de
—3.21 ±0.60 pA/pE, el cuál aumenta en un 90 % en presencia de isoproterenol, -5.97 ±
0.84 pA/pE.
Tampoco existe en la bibliografia datos concluyentes entorno a la estimulación
[3-adrenérgica y el canal T. Hay autores que apoyan nuestros resultados, y que
describieron un aumento de la corriente ‘(DaT en presencia de isoproterenol en aurícula de
rana (Alvarez y Vassort, 1994; Alvarez y cols.. 1996), en células ventriculares y de
Purkinje de perro (Tseng y Boyden, 1991) y en ventrículo de cobayo (Mitra y Morad,
1986). El trabajo presentado por Tseng y Boyden,(1991), describió que el aumento de
‘(DaT era secundario al aumento de la concentración de calcio intracelular tras el aumento
de ‘(DaL~ Además, el aumento de ‘cay era mayor en presencia de isoproterenol que si se
eleva la concentración de calcio intracelular de manera sostenida, debido a que el
aumento en la concentración de calcio por isoproterenol es de manera intermitente
durante las despolarizaciones. Por tanto, el aumento intermitente de las concentraciones
de calcio intracelular podría ser más efectivo que un aumento sostenido en el tiempo. Lo
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que si parece cierto es que el efecto del isoproterenol sobre 1(Daf es independiente de un
aumento en los niveles de AMPc cíclico (Alvarez y Vassort., 1992). En cambio, otros
autores (Tygat y cols., 1988; Charinet y cols., 1991 y Hagiwara y cols., 1988), han
descrito una falta de sensibilidad al isoproterenol por parte de la corriente ‘CaT• Las
posibles discrepancias podrían explicarse por las diferentes condiciones experimentales
utilizadas en cada caso.
Respecto al efecto de la estimulación ai-adrenérgica sobre la corriente ‘(DaT, los
articulos publicados son aún más contradictorios, pero ya no sólo en el efecto sobre ésta
corriente sino también en el efecto sobre ‘CaL- Mientras que en aurícula de rana se ha
descrito un aumento de lc-¿y por noradrenalina en presencia de propanolol (Alvarez y
Vassort, 1 992), en neuronas sensoriales de poíío se ha descrito una disminución
(Marchetti y cols., 1986). En nuestras condiciones experimentales se observó, que la
fenilefrina 1 ytM , agonista a
1, produjo una disminución del 60-70% de I(Day (por
ejemplo, a —20 mV en control: -2.746 ±0.427 pA/pF, y en presencia de fenilefrina
disminuye hasta—l.410±0.140 pA/pL).
En artículos anteriores, había sido descrito un efecto variable de la estimulación
a1 sobre ‘Caí, en células de Purkinje de perro (Tseng y Boyden, 1 989). La estimulación
adrenérgica induce al menos dos cambios intracelulares importantes como son una
elevación del calcio intracelular vía aumento de los niveles dc inositol trifosfato (IP3), y
una activación de la PKC por la génesis de diacilglicerol (DAG). Por ello, estos mismos
autores en una publicación posterior (Tseng y Boyden, 1991), trataron de explicar sí
esta dualidad de mecanismos intracelulares eran los causantes de la variabilidad en los
resultados obtenidos por la modulación a1-adrenérgica sobre ‘(Daí~ Llegaron a la
conclusión de que el cambio en la amplitud de la ‘cay dependía del balance entre IP3-
calcio intracelular para aumentar ‘(DaT, y del balance DAG-PKC, para su disminucion.
En realidad, esta misma línea de argumentación podría ser válida para los efectos
variables también observados de la estimulación ar adrenérgica sobre ‘caí>
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1) En la presente Tesis Doctoral se demuestra, por primera vez, la existencia de una
corriente de calcio en células ventriculares procedentes de corazones hipertróficos
de rata, que no se observó en estas mismas células procedentes de corazones
controles. Esta corriente se identificó como una corriente de calcio tipo T, debido a
sus caracteristicas cinéticas, su dependencia de voltaje, su similar selectividad al
bario frente al calcio y su potente bloqueo por níquel y mibefradilo.
2) La superposición de las curvas de activación e inactivación para la corriente de
calcio tipo T, mostró la existencia de una corriente ventana comprendida en un
intervalo de potenciales entre —60 mV y --20 mV. Esto supone una corriente de
entrada fluyendo al final de la fase de meseta del potencial de acción, lo que
favorecería la aparición de arritmias por postdespolarizaciones tempranas en el
corazón hipertrófico. Por tanto, la existencia de este canal de calcio tipo T en el
ventrículo izquierdo de corazones hipertróficos, podría participar en los mecanismos
asociados a la mayor incidencia de arritmias asociadas a la hipertrofia ventricular
izquierda.
3) La corriente de calcio tipo T, puesta de manifiesto en las células ventriculares
hipertróficas de rata, se muestra susceptible de modulación farmacológica por
diversos agentes. Así, la estimulación ai-adrenérgica, algunas dihidropiridinas y la
endotelina-1, producen una disminución de la corriente, mientras que la
estimulación [3-adrenérgica,la aumenta, y la angiotensina II y el HAY K8644, una
dihidropiridina agonista, no la modifican.
4) Por último, el mibefradilo no sólo demostró su eficacia en bloquear al canal de
calcio tipo T, sino que también mostró un efecto bloqueante significativo sobre el
canal de calcio tipo L.
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